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3 
序諭
ヒトをはじめ， 多細胞生物は様々な機能を持つ細胞が集まり，組織を形成し，器官・器
官系・個体と階層性により，複雑な機能を実現する． その中でも， 「個」としての挙動を統
合し， 制御するものが神経系である． 細胞， 一個の単位としては，複雑な機能を実現する
ことが出来ない． 神経系では，いわゆる神経細胞が複雑な相互作用し，複雑なネットワ ー
クを形成することで， ユニ ークな 「個」を実現しているのである． この， 複雑なネット
ワ ークを形成するために， 必要な機能が， 細胞の 「運動能 」である． 細胞は，能動的な運
動をすることができ，神経伝達物質などに影響を受ける． さて，細胞の運動能に注目して
みると，個々の細胞自体はどのようにして運動しているのだろうか． 多くの生命は，アデ
ノシン三リン酸（ATP: A adenosine TriPhos phate） と呼ばれる化学物質を， 「エネルギ
、
通
貨 」として利用している． このエネルギ
、
通貨をもちいて，細胞の 「梁」である細胞骨格タ
ンパク質を組み替えることにより細胞の形を変化させ， 運動しているのである． つまり，
この細胞骨格タンパク質をつぶさに観察することで，細胞の運動メカニズムを理解し，神
経細胞のメカニズム解明に繋がる．
そこで，本研究では，細胞が持つ運動に関与するもののなかでも， 「フィロポディア（糸
状仮足；且lopodia）」に注目した． フィロポディアは，細胞の先端に存在する細長い構造で、
あり，細胞において触覚の様な役割を持つ． その他にも，傷の修復，がん細胞の浸潤機能，
細胞外マトリクスへの細胞接着，匪発生などにも関与している． さらには，がん細胞にお
いては，フィロポディアが， 正常な細胞と比較して多く見られるようになることが知られ
ている． このように，様々な機能を担っているにもかかわらず， その形成・機能に関する
分子メカニズムは未だによくわかっていない． つまり，これらフィロポデ
、
イアの形成・機
能メカニズムを明らかにすることで，神経細胞の機能メカニズム，さらには生命機能の深
淵へと迫りたい． このフィロポディアの機能メカニズムヘ迫るために，本研究では，フィ
ロポデ
、
イアの 「構造 」に着目した．
研究の目的
本研究では， 高い分解能で細胞の内部を観察することができる， 電子顕微鏡をもちい
て，細胞内ではたらし神経細胞におけるフィロポディア（糸状仮足）のタンパク質構造
を明らかにし，フィロポディアの形成メカニズムに迫る． フィロポディアは， 種 々の重要
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な細胞機能に関与しているにもかかわらず， その詳細な機能・形成メカニズムは未だに，
明らかにされていない部分が多い． そこで，本研究では，フィロポデ
、
イアを形成するタン
パク質の 一種であり，細胞骨格タンパク質として知られ，細胞に 必須なタンパク質の 一つ
である，アクチンフィラメントに注目した． フィロポデ
、
イア内では，アクチンフィラメン
トが並行に束ねられていることが知られており， このアクチンフィラメントを束ねる役
割を持つタンパク質として，ファシンが知られている． そこで，細胞内においてアクチン
フィラメントがファシンにより束ねられている姿を， 電子顕微鏡を用いて可視化すること
により， ファシンの形成メカニズムに迫ろうとした．
フィロポデ
、
イア（Filopodia）とそれを構成する役者
フィロポデ
、
イアは，細胞の周囲に存在する，突起状の特徴的な構造で，針状あるいは糸
状の構造である． そのため， 日本語では糸状仮足とも呼ばれる． フィロポデ
、
イアは，19 60
年代初期に， うに腔発生の仮定において観察された（Gustafson and Wol pe rt, 19 61）. 細
胞の中で、も最も薄い構造で、あり， おおよ そ 1 00- 200 n mほどの太さである（ Mattila and 
La ppalainen, 2008）. これらは，細胞の周囲である，ラメリポデ
、
イア（葉状仮足）から突出
している． フィロポデ
、
イアとラメリポディアの模式図を図 1 に示す． フィロポディアは，
細胞運動の様々な機能に関与しており， 例えば， 細胞における周囲の環境を察知する機
能（Wood and Martin, 2002; Gallo and Letou rneau, 2004）， 細胞周囲の化学物質の検知，
軸索誘導（ A lb recht-Buehle r, 197 6; Daven port et al ., 199 3; Zheng et al . う 199 6; Dent and 
Ge rtle r, 2003; K oles ke, 2003; Diez  et al ., 2005）， 細胞移動や上皮における傷の修復， 神経
突起の前駆体となる． さらには，がん細胞においては，フィロポディアの形成がアップレ
ギ
、
ユレ ートされ， がん細胞の浸潤機能に関与している（ Maches ky and Li , 201 0). 
ARP2/3 
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o ENA/VASP 
F-actin 
0 Fascin 
C.::, IRSp53 
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(b My伽X
フィロポデ
、
イア
（糸状仮足）
ラメリポデ
、
イア
（葉状仮足）
図 1 フィロポデ
、
イアとラメリポディアの模式図． フィロポディアおよびラメリ
ポデ
、
イアを形成する， 主要なタンパク質のみを示している. ( Mattila and 
La ppalainen, 2008） より引用改変
次に，フィロポディアを構成する役者について注目してみる． フィロポディアを構成す
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る役者として，最も主要なものが 「アクチンフィラメント 」である． アクチンフィラメン
トは，微小管，中間径フィラメントとともに，細胞骨格タンパク質として知られる． これ
らは，細胞内部において， 「骨格 」や 「梁」の役割を担い，細胞の形状を維持する． また，
この役割に加えて，アクチンフィラメントや 微小管においては，細胞内の物資輸送におけ
る 「レ ール 」の役割も担う． アクチンフィラメントには，ミオシン（myosin）と呼ばれる
モ ータタンパク質が結 合し， 微小管には，キネシン（kinesin）や，ダイニン（dynein）と
呼ばれるモ ータタンパク質が結 合し， 「貨物車 」としての機能を発揮し，細胞内輸送を行
う． フィロポディアにおいても，ミオシンーXがモ ータタンパク質として，フィロポデ
、
イ
アを構成する 必要な物資を，輸送することが知られている． また，ミオシンーXは，フィ
ロポディアにおいて，アクチンフィラメントだけでなく，VASPや，ホスファチジルイ ノ
シト ールリン酸，インテグリン，ネトリン受容体， 微小管と相互作用することが知られ
ており，フィロポディアの形成に重要である（Tokuo and Ikebe, 2004; Zhang et al . ヲ 2004;
Webe r et al ・ぅ 2004; Zhu et al ・ぅ 2007）. そのため，ミオシンーXを過剰発現すると，フィロ
ポデ
、
イアが多く見られるようになる（ Be rg and Cheney う 2002).
そして，アクチンフィラメントを並行に束ね，フィロポディア特有の糸状構造を形作る
ものが， 「ファシン 」である． ファシンは， 二本のアクチンフィラメントを架橋する構造
をつくり，この架橋構造を複数作ることにより，アクチンフィラメントを並行に束ねるの
である．
他に，フィロポディアを形成するタンパク質として知られるものが，Dia 2である. Dia 2  
はフォルミン（formin）の 一種であり，ホモダイマとして働く． これは，アクチンフィラ
メントの B端に結 合し，アクチンフィラメントの仲長を促進し，フィロポデ
、
ィア形成に
必須である（Ya ng et al . う 2007;Schi renbeck et al ., 2005). Ena/ VASPファミリタンパク質
は，アクチンフィラメントの 制御タンパク質として知られる． 主には，アクチンフィラメ
ントの B端がキャッピングされることを防ぐ，anti-capping activityを持つ（ Bear et al . う
2002; Ba rzi k  et al .ぅ 2005; P剖ic et al ・ぅ 2008）. フィロポデ
、
イアでは，アクチンフィラメン
トが分岐することを防ぎ，束化されやすくすることが知られている． このタンパク質ファ
ミリは， 晴乳類からキイロタマホコリカビまで，広くフィロボディア形成に関与している
ことが知られている（ K rause et al . ぅ 2003). IRSp5 3タンパク質は，細胞膜と作用すること
で，細胞膜の変形を誘発，これにより，フィロボディア特有の突出構造を作りやすくする
(Scita et al ., 2008). 
一方で，ラメリポディアに注目してみると， A rp2/ 3がよく見られる． これは，アクチ
ンフィラメントを分岐するタンパク質であり，メッシュ状のアクチンフィラメント構造が
見られる場所で見られるため，ラメリポディアでは観察されるが，フィロポデ
、
イアでは見
られない． また，ラメリポディアではキャッピングタンパク質も見られる． キャッピング
タンパク質は，アクチンフィラメントの先端部分に結 合することで，アクチンフィラメン
トの重 合・脱重 合を防ぐ．
次項では， 本研究で注目した 「アクチン 」と 「ファシン 」について，詳しく見てみる．
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アクチン（Actin)
アクチンは，フィロポデ
、
イアの中で中心的な構成物質である． 生物界において，高く保
存されたタンパク質の 一つであり，その同 一性は 9 0%にもなる． アクチンのアイソフォ ー
ムは， 主にN端の数アミ ノ残基の違いによる（He rman ぅ 199 3）. アクチンは，モ ノマ状態
において直径 5 n m程度で，約45 k Daの球状分子である． 低イオン濃度では，モ ノマ状態
をとるが， K + , Na + , Mg2＋存在下の強塩環境では， 二重らせん構造へと連なることで，
直径約7 n mの繊維状構造を構成する． アクチンフィラメントは，細胞骨格タンパク質の
一種であり，細胞において力や強度を発生させる場面で良く姿を現す． よく知られている
活躍場所は，筋肉である． 筋肉細胞においては，細胞の質量に対して，約 20%ほどがアク
チンの質量であると言われている． そして，筋肉においては，アクチンフィラメントが平
行に並び， その聞をミオシンフィラメントと呼ばれるモ ータタンパク質の集 合 体がすべり
運動することにより，収縮運動を引き起こす． これにより，マイクロメ ートルレベルの物
質で，メ ートル単位の生物を動かすことができる． また，筋細胞以外の細胞においても重
要な役割をにない，フィロポディアにおいても，同様にアクチンフィラメントが重要な機
能を担う． 筋細胞以外では，アクチンフィラメントは 主に，細胞の 「梁」としての役割を
担う． 細胞の中に，硬い繊維上の構造を張り巡らせることにより，細胞の形を特徴づける
ことができる
アクチンフィラメントは，二つの端を持ち， それぞれ性質が異なる． アクチン分子の重
合が盛んで，フィラメント形成が優勢なプラス端（B端；Barbed End） とアクチン分子
の脱重 合が盛んで，フィラメントが分解されていくマイナス端（P端；Pointed End） で
ある． 図 2に，アクチンフィラメントが重 合・脱重 合する模式図を示す．
マイナス端
(P 端；Pointed End) 
脱重合が優勢
ATP 結合型アクチン。 ADP 結合型アクチン
プラス端
(B端；Barbed End) 
重合が優勢
図 2 アクチンフィラメントの模式図． ピンク色で示す球がATP結 合型のアク
チンを示しており， 黄色で示す球が A DP結 合型のアクチン分子を示して
いる
アクチンフィラメントにおいて，常に，重 合と脱重 合は起こっている． アクチンフィラ
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メントは，伸長させたいときは，重合側が有利になり，脱重合の速度が遅くなる． 一方で，
短くしたい時には，重合側のレートが下がり，脱重合が有利に働く． そして， 長さを保っ
ときには，重合と脱重合の速度が同じになることで実現する． この仕組をトレッドミルと
呼ぶ． この現象は， 細胞骨格タンパク質としてのアクチンフィラメントにおいて，よく観
察されている． 特に，フィロポディアやらメリポディアにおいて， 細胞膜を押し出す力を
発生させる重要なしくみである（Small, 1994; Borisy and Svitkina, 2000). 
右巻き二重らせん構造
構ん
Hrd
一一一弓～一周
Rotation per subunit [°] 
隣り合う分子の回転角度
2.73 nm 
• 
Units per turn ［個］
360。回転する中に含まれる分子の数
アクチンフィラメントのらせん性質の模式図． アクチンのねじれ
"units per turn＂と “rotation per subunit円の模式図．
および，
特性を示す，
図 3
アクチンフィラメントの特性を示す指標の一つである単位について述べる．
チンフィラメントのらせん構造を示す単位として知られているものが，アクチンフィラメ
ントを一重の左巻きらせんとみなした時に，隣り合うアクチンモノマ聞の角度である．
れは，＂rotation per subunit”と呼ばれ，単位は度数法で表わされることが多く， 「回転／個」
であり， よく 「o」 で表される． また，アクチンフィラメントの一重らせん構造が 360° 回
転する聞に含まれる，アクチンモノマ ーの個数も単位として用いられる． これは， “units
per turn”と呼ばれ，単位は 「個／回転」である． これら，ふたつの指標について表した模式
図を， 図 3に示す． また，これら二つの指標については，お互いに算出できる関係にあり，
アク
ち，．‘
」ー
次に，
rotation per subunit 二
units per turn 
360 
と表せる． この， “rotation per subunit”の値が大きくなると， 一重らせんとして，
チンフィラメントはきつくねじれる方向へとシフトし， 二重らせん構造とみなした場合に
この｛直カ宝d、さくなると，
アク
アクチン一重らせんとして，
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ゆるくなることになる． 逆に，は，
フィラメントはゆるくなる方向へとシフトし， 二重らせん構造として， きつくねじれるこ
とを示している．
ファシン（Fascin)
ファシンは，フィロポディアにおいてアクチンフィラメントを束ねる役割を持ち（DeRosier
and Edds, 19 80），フィロポデ
、
イア形成のために必須のタンパク質である（Vignjevic et al., 
2006). 1970年代に， ウニ（ Bryan and Kane, 1978）や，体腔細胞（Otto et al., 1979 ）より
発見された． 分子量は55 kDaであり， そのアクチンフィラメントを束ねる機能から，ラ
テン語で 「束」を意味する， “fasiculus円から名付けられた（Otto et al., 1979 ）. 後生生物
において， 主に三種類のファシンが見られる． ファシンl，ファシン 2，ファシン 3であ
る（Kureishy et al., 2002）. ファシン 1はほとんどの体腔組織の細胞， 脳， 精巣， 卵巣で
発現している． ファシン 2は網膜細胞や有毛細胞において見られる． そして，ファシン 3
に関しては， 精巣のみで観察される．
置圃・・・・・・・
図4 ファシンのリボンモデル（PDBID:3P5 3のモノマ）． 平行法によるステレ
オ表示で示している． スケ ールパ ーは 20A.
ファシンは，フィロボディアにおいて，硬く， 単極性で平行なフィラメントバンドルを
作ることが知られている． 細胞内に存在する，アクチンフィラメント束化因子として知ら
れているものは，ファシン以外にも， αーアクチニン，フィンプリン， エスピンなどが知ら
れているが，これらはファシンでは見られず， 葉状仮足や，より細胞中心側で見られる．
さらに，これらのアクチン束化因子は，ファシンよりも，よりゆるくアクチンフィラメン
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トを束ねる． また， ファシンとアクチンフィラメントの関係性は， 驚くべきほどダイナ
ミックであることが知られている． ファシンとアクチンの相互作用の half-lifeは， 6-9秒
であり（ Ar atyn et al ・ぅ 2007）， このダイナミックなアクチンフィラメントの架橋構造は，
フィロポディアの先端まで仲びる，アクチンフィラメントの効率的な架橋に 必要なのでは
ないかと示唆されている． また，アクチンフィラメントの束が屈曲することにより実現す
る，フィロポデ
、
イア自身の屈曲，フィロポディア内での輸送にも影響を与えていると推察
されている．
さらに， 近 年で、は医学の基礎研究においても注目されいる． 幾つかのがん細胞 種にお
いては， ファシンの過剰発現が確認されている（ K ur eishy et al. ぅ 2002）. また， がん細胞
の浸潤や， 転移形成に関与していることがわかってきた（V ignj evic et al ・ぅ 2007）. そのた
め， 近 年ファシンは抗がん剤としての研究も盛んに行われるようになってきた（Hu et al. う
2000; Van Audenhove et al. う 2014;Hua時 et al. , 2015). 
これまでの研究
フィロポデ
、
イアの研究として， まず行われてきた研究が， 主に光学顕微鏡を用いた研
究である． フィロポデ
、
ィアにおける， アクチンフィラメントとファシンに対して， 光退
色後蛍光回復（FR A P;F luor escence R ecover y  After Photobleaching） 実験により， フィロ
ポデ
、
イアの中をトレッドミルし， 流れていくアクチンフィラメントの速度よりも， ファ
シンは非常にダイナミックな結 合・希離を繰り返していることが 2007 年に明らかにされ
た（ Ar atyn et al ・ぅ 2007）. また， ファシンにより束ねられたアクチンフィラメント束に対
して， in vitr oモ ーティリティアッセイによる計測なども行われてきた（T akatsu ki et al. , 
2014). 
構造生物学的研究において， ファシンの構造に注目してみると，アクチンフィラメント
のN端および C端が， アクチンフィラメントの束化能に重要であると言われてきた（O no
et al ・ぅ1997）. さらに， ファシンのシステマティックなミュ ーテ ーションおよび，遠心分析
や， 結晶構造を解くことにより， さらなる重要な残基などが明らかにされてきた（J ansen
et al. う 2011;Ya ng et al. う 201 3). 201 3 年のYa ngらの研究により，ファシンがアクチンフィ
ラメントに関与する残基を網羅的に解析した． この研究により， ファシンには主に3つ
の， アクチンフィラメント結 合サイトを持つことを示した． 特に， 80%以上の束化能 低下
を示した変異は， K 22A ヲ E 27 A ぅF 29 A ヲR 149 A/ K150A/R 151 A う K 247 A/ K 250A , K 358 A な
どである． この中では， K 22 ぅ E 27 ぅF 29 は， Y angらが提唱する， actin-binding sitelに属
し，R 149/ K150/R 151 ぅR 247/ K 250は actin-binding site 2に， K 358 は actin-binding site 3 
に属する． これは，1997 年に行われた，O noらの結果（O no et al ・ぅ1997） と 一致しており，
彼らが示した，N端および C端は， Ya ngらが示す， actin-binding sitelに対応する．
また，フィロボディアにおけるアクチンフィラメントの構造に注目した研究も行われて
きた． アクチンフィラメントは， 種 々のアクチンフィラメント結 合タンパク質が結 合する
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ことにより， その構造が変化することが知られている． そこで， Classensらは， X線小角
散乱を，アクチンとファシンを混ぜた， in vitroの再構成系へと適用することで，アクチ
ンフィラメントが，ファシンが結合することにより，ねじれ構造が変化することを示した
( Claessens et al.ぅ 2008）. 特に，アクチンフィラメントが，ファシンにより束ねられるこ
とにより，Mooreらが提唱する， in vitroにおける，アクチンフィラメントのねじれ構造
である， －166.2° (-6/13構造 1に対応）から， －167.1° (-13/28構造に対応）へとねじれ構造が
変化することをとらえた． この角度変化は，アクチンフィラメントにおいて， 一重らせん
構造として強くねじれる方向へと， 三重らせん構造とみなした時には，ねじれがゆるくな
る方向へと構造が変化していることを示している． また， 物理シミュレ ーションの結果，
アクチンフィラメントが束ねられるためには， そのジオメトリ的性質より，ねじれ変化
が必要であることが明らかにされた（Shin and Grason ヲ 2010）. しかしながら，実際のア
クチンフィラメントは約100ほど，ねじれ構造の幅を持つので、はないかと示唆されている
(Egelman et al ・ぅ 19 82）が， X線小角散乱で、は， 溶液中に含まれるフィラメントの平均値
の情報しか取得で きない問題点がある． そのため，ファシンで束ねられるアクチンフィラ
メントのねじれ構造を，実空間で度数分布を求めることが必要である．
さらに，2000年代初頭に，ドイツ ・ マックス ・ プランク研究所の Baumeisterらのグル ー
プにより，クライオ電子線トモグラフィ法が実用化された（Medalia et al.ヲ 2002）. この技
術により，電子顕微鏡を用いて，化学薬品や重金属による染色を行うことなく，含水状態
での細胞構造を， 分子レ ベルで観察することが可能となり，フィロボディアや，細胞内の
アクチンフィラメントに対して，この cryo-ET法を用いた研究も行われて きた（Medalia
et al., 2007; Jasnin et al., 2013）. しかしながら，フィロボディア内でアクチンフィラメ
ントが束ねられている様子を可視化し，構造解析を通して，フィロボディアの中でアクチ
ンフィラメントが束ねられるメカニズムを解明するまでには至っていない
1アクチンフィラメントの一重らせんが 「6周」， つまり－360° ×6=-2 ヲ160
° する聞に， 「13個」のアクチン
分子が含まれていることを示している． このように，整数比でアクチンフィラメントのねじれ構造を示す方
法が用いられることがあるが，整数比で表すことができない場合もあるため， 現在では一般的に， “rotation
per subunit” または “units per turn” が主に用いられる．
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CHAPTER 1 
研究手法
1.1 電子顕微鏡
本研究では， 標的とするタンパク質の構造解析のために， 電子顕微鏡を用いた． 電子顕
微鏡は， 一般的な光学顕微鏡と同様に，観察対象を拡大し観察することのできる機器であ
る． 光学顕微鏡は， 光源に可視光周辺の光を用い， ガラスレンズによって光路を 制御し，
拡大像を結像する． 一方， 電子顕微鏡は， 電子線をもちいて観察を行う． 電子線は， ガラ
スレンズにより，曲げることが出来ないため， 電磁コイルを用いて，これをレンズとする．
光学顕微鏡と， 電子顕微鏡の分解能について考えてみると， 理論的には，顕微鏡の分解
能は，観察に用いる波長の半分で 制限され，1 .1 .1 式で表される． これは，187 3 年に Ernst
A bbe や 189 6 年に LordR ayleigh により定式化された物理的 制限である．
（川
、、‘，，ノ1EA 1EA 4Eよ／’EE、町、
さて，この式に対して， 可視光の青色波長を当てはめて計算すると，青色波長はおおよ そ
4 00 n m程度であるから， 観察可能な分解能は約 200 n mで表され， より長波長側の赤色
波長に関して考えると，700 n mの半波長で， 350 n mが限界の波長となる． ここで， 電子
線の波長を考えてみると， 一般的な透過型 電子顕微鏡の加速電圧である， 300kV の場 合，
2 pm程度となる． つまり， 電子顕微鏡の分解能は 1 pmである． つまり， 電子顕微鏡は，
光学顕微鏡よりも 高い分解能を持つので、ある．
1.1.1 走査型電子顕微鏡
走査型 電子顕微鏡は，SEM (Scanning Elect ron Mic roscope）とも呼ばれる. SEMでは，
電子線を試料面に対して， 絞った状態で照射する． 収束 電子線が試料表面より反射した，
反射 電子や，収束 電子線により試料表面上より叩きだされ生じる， 二次 電子を検出器によ
り検出することにより，像を形成する． 試料表面の情報を取得するために，試料の厚さが
ほとんど 制限されない（実際にはチエンパサイズやレンズ位置により 制限を受ける ）． 後
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述する，透過型 電子 顕微鏡とは異なり，光学系が照射系だけで構成でき， 結像系を 必要と
しないので， 透過型 電子 顕微鏡よりも 高さが 低く 抑えられる．
1.1.2 透過型電子顕微鏡
透過型 電子顕微鏡は，T EM ( Trans mission Elect ron Mic roscope） とも呼ばれる． 透過
型 電子 顕微鏡では，薄い試料に対して， 電子を照射し，透過した 電子を結像系のレンズ 群
を 通して， フィルムや CCDカメラヘ 投影することにより， 撮影を行う． 透過した 電子線
を用いて，像を結像するために，試料の厚さが 制限される . 300kV の 電子 顕微鏡を用いた
場 合， 試料厚は 300 n m以下が 適当である． より， 高い分解能が 必要な場 合には， 試料の
厚さを出来る限り薄くしなければならない． 透過型 電子顕微鏡において，厚い試料を観察
しなければならない場 合には， 超薄 切片作成 装置（ ウルトラミクロト ーム ）により， 厚い
試料をスライスすることにより，薄くしたり， 高い加速電圧を持つ 超高圧透過型 電子 顕微
鏡を利用したりする 必要がある．
ここで， 本研究で利用した透過型 電子 顕微鏡について，詳しく 述べる． 透過型 電子 顕微
鏡の 高分解能生物学利用において，重要な 点は， 大きく分けて3つある． 一つ目は， 電子
線源である 電子 銃， 二つ目は， 電子 銃より取り出した 電子線を加速する， 加速電圧，三つ
目は， 撮影した 画像をデ ータへと変 換する検出器である． 電子 銃は，光学 顕微鏡における
ランプであり， 必須な部 品である． この 電子 銃は， 電子の発生メカニズムに 依って，三 種
類に 大 別され， 熱電子 銃， ショットキ ー 電子 銃， 電界 放出型 銃である． 電子 銃は，透過型
電子 顕微鏡において，像質に 大きく影響を与え，また 走査透過型 電子顕微鏡においても分
解能ヘ 大きな影響を与える． その理 由は，発生した 電子線の持つエネル ギ ー 幅と， 干渉性
（コ ヒ ーレンシ ） である．
さて， それぞれの 電子 銃型における 電子発生メカニズムに注目すると， 熱電子 銃におい
ては， 六ホ ウ化ランタン（ LaB5）やタングステンにより作られたフィラメントに 電 流を 流
し， 加 熱することで 熱電子を発生するメカニズムである． これらの 電子 銃は， LaB6にお
いては，1 う9 00K，タングステン型では， 2 ぅ600K 程度まで加 熱される． 次に， 電界 放出型 銃
について見てみると， 電界 放出型 銃では， フィラメントとして， タングステンもしくは，
表面にジルコニ ウムを 塗布したタングステン（ ZrO/ W） がチップとして用いられる． こ
れは， 熱電子 銃とほ ぼおなじチップではあるが， 加 熱を行わずに， 陰極と 陽極との聞に，
1 0  V/ n m程度の強い 電界を与えることにより， 室温で 電子線を引き出し利用する． そし
て，ショットキ ー型 電子 銃では， 電界 放出型 銃に対して，強い 電場と同 時に，1 ぅ800K 程度
まで加 熱することにより， 電界 放出型 銃よりも効率的に 電子を引き出すことを可能にした
電子 銃である． これは， 19 20 年 頃に， ドイ ツの物理学 者 Walte rH .  Schott ky (188 6-197 6) 
により発見された現象が基礎となっており，ショットキ ー型 電子 銃と呼ばれる． 表 1 .1 に，
3タイプの 電子 銃を比較する． （ 日 本顕微鏡学 会 う 2004)
それぞれの 電子 銃を比較すると，像質が最も 高い 電子 銃は， 電界 放出型 銃である． しか
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表 1 .1 電子 銃の比較
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し， この 電子 銃は， 運用 温度が 室温であるため， 電子 銃に様々な ガスが 付着し，性能が 落
ちる． これを，防ぐために， 高い 真空度や，定 期的なフラッシング（一時的に 温度を 上げ
て ゴミを 飛ばす ）作 業が 必要となる． そのため，三 種 類の 電子 銃の中で最も取り 扱いが 難
しい． 一方で， 熱電子 銃は， 要 求される 真空度が 低く， 電子 銃の 温度が 高 温であるため，
フラッシングや 高い 真空度を実現するための， 高 度な 真空設計が 必要なく，取り 扱いが容
易である． しかしながら， 電子を 熱で取り出すために， 熱ゆら ぎに よるエネル ギ ー 幅が 広
くなり， 高 い分解能が 得られない． そして， ショットキ ー型 電子 銃は， エネル ギ ー 幅は，
電界 放出型 に劣るが， 十分に 小さく， 安定した運用が可能で， 高分解能透過型 電子顕微鏡
分 野で最も 普及している．
次に， 電子顕微鏡の加速電圧について考えてみる． 電子顕微鏡は取り出した 電子線を加
速する． 一般的な透過型 電子顕微鏡では，lOOkV から 300kV 程度で利用する． 加速電圧
は，観察可 能な試料厚と 大きな関係性がある． 加速電圧が 低いと，試料との 干渉性が 上が
り，観察可能な厚みが薄くなる． 一方で， 高い加速電圧で、は，試料との 干渉性が 下がるた
め，厚い 話料を観察することができる． しかしながら，厚い試料を観察できる 一方で，コ
ントラスト が低 下する． また，加速電圧と，分解能にも関係性がある． 高い加速電圧の 電
子線は， 波 長が 短くなり， 物理的分解能は 高くなる． 一方で， 低い加速電圧の 電子線は，
波長が長く なる． 本研究では， 厚い試料を用いるため， 200kV から 300kV の加速電圧で
観察を行った．
電子顕微鏡の検出器について考えてみる． 電子顕微鏡で形成された像を取り 扱える形に
するために， 従来はフィルムを用い，形成された像を照射することにより 撮影した． 最 近
は， CCDカメラや CMOSカメラが主 流となっている． フィルムは， 広い視 野を 得ること
ができる 一方で， 後に 計算機で 処理する際に， 一度，デ
、
ジタルデ ータへの 処理が 必要であ
り，作 業性が 高いとはいえない． 一方で，過 去十年から 二 十年の間， CCDカメラや CMOS
カメラの 高 画素化が 進み，さらに その 高い作 業性から， 広く 普及した． さらに， 近 年， 電
子直接検出カメラ（ダイレクトディテクタデ バイス ； DDD）と呼ばれる， カメラが 急速に
普及した． 通常の CCDカメラや CMOSカメラでは，シンチレ ータと呼ばれる部 品で， 電
子を 一度，光へと変 換し， それを 通常のカメラで光を 電子として 記録する． つまり， 一度，
電子から光への 無駄な変 換が行われていることになる． そこで， 電子を直接， CMOSセ
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ンサで読み込む事ができるようにしたカメラが ダイ レクトディ テクタである． さらに， ダ
イ レクトディ テクタでは， その高感度性能から， 高いフレー ムレートで撮影を行い， それ
ぞれのフレー ムを位置合わせ， 積算し一枚の画像を生成することができる． これにより，
ドリフトと呼ばれる， 試料の ブレによる影響を軽減することができる． いわ ば， デ ジタル
カメラにお ける手ぶれ補正を実現できる．
さらに， ダイ レクトディ テクタでは， 超解像を実現することができる． 超解像モードで
は， 超低電子線量で観察をする． この時の電子線量は， 一回のフレー ムを撮影する聞に，
一つの ピクセルに一電子以下で、な けれ ばならない． これにより， 一つの電子を検出し， そ
の位置を点拡がり関数から， 電子を検出した位置を演算することにより， サ ブ ピクセル
の分解能で電子を検出した位置を同定できる． た だし， このシ ス テ ムを実現するた めに，
取得したデ ー タをす ぐに， バック グラ ウ ンドで演算するシス テ ムが必要とされ， 一般的な
CCD, CMOS カメラと比較して， 非常に複雑なシ ス テ ムとなる．
この 2 つ の技術を用いることで， 試料の位置安定性による影響を最小 限に抑 え，さらに
高い分解能の像質を実現することで， 近年急速に発展してきた．
本研究では， 主として一般的な CCD カメラや， DDD を用いてフィロポディアの観察
を行った．
1.1.3 走査透過型電子顕微鏡
走査透過型電子顕微鏡は， STEM (Scanning TEM） とも呼ばれる． 走査透過型電子顕
微鏡は， 電子線を収束させた ビ ー ムを薄い試料上に走査する． その後， 透過し， 散乱した
電子を検出器により検出することにより，透過型電子顕微鏡のような像を えることができ
る． 散乱する度合いは， 衝突した原子の原子番号に依存するた め， 原子番号に応じた コ ン
トラストがつく． これを， Z コ ントラストと呼ぶ． 透過走査型電子顕微鏡は， 走査型電子
顕微鏡と同様に， 結像系を必要としないが， 透過した電子を検出することは透過型電子顕
微鏡と同様である． つまり，基本構造は走査型電子顕微鏡 ・ 透過型電子顕微鏡と共通して
いるた め， ど ちらの顕微鏡に対しても検出器を追加するだ けで， 走査透過型電子顕微鏡を
実現することができる．
1.2 ク ラ イ オ電子顕微鏡法
電子顕微鏡で試料を観察する際には，高真空環境下 （＞ × 10 6 Pa） で観察する必要があ
る． これは， 電子線がガス 分子 （多くは大気 中に含まれる， 空気分子や水分子である） と
衝突すると， 電子線が透過しない， もしくは正しく照射出来ないた めである． そのた め，
通常， 溶液中で機能するタンパク質の構造を知るた めには， 染色や， 化学固定という作業
が必要とされる． 一般的に， 精製したタンパク質を観察する際には， 酢酸ウラ ニルや，モ
リ ブデン酸アンモニ ウ ムな どの染色剤を用いて染色を行い， 組織や細胞レベルでは，樹脂
包埋を行い， 切片を作成することが一般的である． し かし，これらの化学固定手法は，脱
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水 ・ 乾燥や， 化学薬品による構造変化が誘発される． そのた め， タンパク質の生体条件下
での構造解析が出来ない．
そこで， 本研究では，クライ オ電子顕微鏡法を用いた． クライ オ電子顕微鏡法は，含水
状態にある試料を， 液体窒素 （－196° C う 77K） でエタンガスを冷却し， 作成した液体エ タ
ン （－183° 札 90K） を用いて， 試料を瞬間凍結することにより， 生体条件下での構造で 固
定することができる手法であり， 試料は， 非晶質 （アモルフ ァ ス ） な氷に閉じ込められた
状態で 固定される． 一度凍結処理をした試料は， 温度が上昇すると， 相転換を起こし， 正
しい構造解析がで、きなくなる． そのた め， 試料作成時から， 観察に至るまで， 液体窒素温
度を維持して観察を行う．
1 .3 三次元再構成手法
構造生物学分野において， 電子顕微鏡を用いた三次元構造解析手法でよく用いられる手
法として， 単粒子解析法， 電子線トモグラフィ法， 二次元結晶法が挙げられる（有坂文雄
et al ・ ぅ 2009）. この節では， これらの三次元構造解析手法について述べる．
1 .3 . 1 単粒子解析法 （Single Particle Analysis) 
単粒子解析において， 前提として撮影する画像に含まれる標 的タンパク質は，同ーのも
のであることが求められる． そのた め，単粒子解析法では， 標 的とするタンパク質を，単
離 ・ 精製を行う必要がある． 精製した タンパク質を， 電子顕微鏡用 グリッドの上にのせ，
酢酸ウラニルやモリ ブデン酸アンモニ ウ ムにて化学固定 ・ 染色を行な ったり， 液体窒素温
度で急速凍結を行うことで， 物理固定を行な ったりする． その後， 試料の グリッドを電子
顕微鏡の鏡筒内へと持ち 込み， 撮影を行う． 撮影は， 一つの視野の 中に複数のタンパク質
粒子が含ま れている視野を複数枚取得する．
電子顕微鏡で撮影し， デ ー タを集めた後に， 計算機を用いて画像処理を行う． まず，は
じ めに CTF 補正を行う. CTF 補正に関しては， 1.4.1 に記述する． これは， 透過型電子
顕微鏡で撮影したデ ー タの場合には， 行うことが望ましい． 特に， 高分解能構造解明が必
要な場合には， かならず行わな けれ ばならない． し かし， デ ー タ取得を STEM 等， CTF
に影響を受 けない場合には， 必要ない. CTF 補正を行な った後に， 粒子を切り出す． 切
り出した画像の投影角の決定や， 3 次元空間への再投影， 精密化等の画像処理が計算機内
で行われる．
単粒子解析法は， 電子線トモグラフィ法とくらべて， 計算機 コ ストが高く， 一般的に
数 日 から長い場合では， 数 ヶ 月の計算時 間が かかる． 単粒子解析を行う ソフト ウ ェアと
しては， EMAN2(Tang et al. ,  2007a), Eos(Yasunaga and Wakabayashi ぅ 1996), FRE­
ALIGN ( G rigorieffヲ 2007), IMAGIC(vanHeel et al. う 1996), RELION(Scheres ヲ 2012), SPI­
DER(Frank et al. う 1981） な どが知られる．
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1 .3 .2  電子線 ト モ グ ラ フ ィ 法 （Electron Tomography) 
電子線トモグラフィ法は， 2000 年 ご ろ から急速に普及した電子顕微鏡を用いた三次元
構造観察技術である． 電子線トモグラフィ法では，単一の試料 ・ 視野を， 傾斜させること
により， 傾斜シリ ー ズの取得を行う． 基本的な理論を， 図 1.1 に示す．
a b 
.. 
.. a‘ ・－
図 1.1 電子線 ト モ グラ フ ィ 法の模式図. ( Sali et al., 2003） より 引用
図 l.l (a） では， デ ー タを取得する際の模式図を示している． 中央に示す，ロ ー プの結び
目がこの模式図にお ける観察対象である． 様々な傾斜角， 一般的には， 土60° - 70° の範囲
で傾 け， 刻み角を 10 - 20 程度で撮影を行う． そのた め， 得られる画像数は， 60-200 枚程
度となる． この図では， 試料は 固定で， 電子線源と イ メー ジン グセンサの位置が変化して
いるが，実際には試料を乗せるス テ ー ジを回転させるた め， 試料を回転してデ ー タ取得を
行う． そのた め， 試料を傾 ける ごとに発生する， 電子線照射方向のズレが， 画像のフ ォ ー
カ スに大きく影響するた めに， 撮影する前には， 「ユ ー セ ントリシ ティ」 をあわせ， 撮影
中には， 撮影毎にフ ォ ー カ スを合わせることが望ましい．
図 1.l (b） では，（a） で取得したデ ー タから， コ ン ビ ュ ー タ内で、三次元構造へと起こす処
理を示している． 二次元の連続傾斜画像シリ ー ズから， 三次元構造へと再構成するアル ゴ
リズ ムはいくつか知られているが，ここでは最もシン プルな逆投影法を示している． 取得
した テ イ ルトシリ ー ズを， 計算機を用いて， 三次元空間へと取得した際の角度情報を基に
逆投影する． これにより，三次元空間に三次元構造を浮かび上がらせることができる． 三
次元空間へと逆投影する際には， その角度を正確に逆投影することが重要である（Matoba
et al., 2012). 
再構成においては， 傾斜範囲が広く， 刻み書くが小さい ほ ど， 再構成像は，より高い 品
質を得ることとなるが， 撮影に伴い， 多くの電子線を照射することとなる． 電子線照射
は， 試料への ダメー ジを 引き起こすので， 目 的とする分解能とデ ー タ品質との二律背反を
考慮しな けれ ばならない．
電子顕微鏡より得た，傾斜シリ ー ズの画像群を， 計算機を用いて三次元構造へと再構成
処理する． まず， 傾斜シリ ー ズより不要な画像を 除去する． 例 え ば， 高傾斜画像で， 試料
が暑くなり， 試料に十分な コ ントラ ストがない場合や， 撮影時のトラ ッキン グエラ ーに
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よ り 十分につ い て き で き て い な い画像等で、 あ る ． そ の後， TEM で、撮影 し た画像に お い て
は， CTF 補正を 行 う . STEM で撮影 し た画像は， 一般的 に は傾斜角 度が計算 さ れ， 各照
射ポイ ン ト に お け る フ ォ ーカ ス 調整が行われて い る の で， CTF 補正の必要 は な い ． ま た ，
TEM で撮影 し た傾斜 シ リ ーズ の CTF 補正 を 行 う 場合は， 可能で あ れば， 傾斜角 を 考慮
し た CTF 補正を 行 う こ と が望 ま し い ．
こ の電子線 ト モ グ ラ フ ィ 法を ， 第 1 .2 節で述べた， ク ラ イ オ電子顕微鏡法を用 い て ， 液
体窒素温度以下を保っ た ま ま ， 電子顕微鏡で三次元構造を取得す る こ と を ， ク ラ イ オ電子
線 ト モ グ ラ フ ィ 法 と 呼び， 近年， 細胞内 に お け る 超 巨大分子複合体の構造を捉え る こ と が
可能 と な っ て き た （Eibauer et al . う 2015 ) .
電子線 ト モ グラ フ ィ 法に お いて三次元再構成の機能を持つ ソ フ ト ウ ェ ア と し て， Eos (Yasunaga
and Wakabayashi う 1996) , IMOD (Kremer et al . う 1996) , Inspect3D (FEI Companyぅ Hills-
boro ) ,  TEMography（株式会社 シ ス テ ム イ ン フ ロ ン テ ィ ア ， 東京） な ど が挙げ ら れる ．
1 .4 画像処理
1 .4. 1 CTF 位相補正
電子顕微鏡で， 特に生体試料の撮像を行 う 際 に 問題 と な る こ と は， コ ン ト ラ ス ト の低 さ
で あ る ． 正焦点 （ ジ
、
ャ ス ト フ ォ ーカ ス ） で撮像 し た場合に は， 散乱 コ ン ト ラ ス ト の みで像
が形成 さ れ る ． 散乱 コ ン ト ラ ス ト で は， 観察対象の原子番号 に応 じ た 散乱強度に よ り 像
が作 ら れる ． つ ま り ， 原子番号が大き な試料は黒 く ， 原子番号が小 さ な物質は 白 く 像 と な
る ． し か し な が ら ， 生体試料の場合 を 考 え て み る と ， 一般的な生体試料は， 炭素， 酸素，
窒素， り ん等か ら 構成 さ れて お り ， 十分な コ ン ト ラ ス ト を得 る こ と が出来な い ． そ こ で，
生体試料を TEM で観察す る 際に は， 不足焦点 （ ア ン ダー フ ォ ーカ ス ） で撮像す る ． こ れ
に よ り ， 電子線の干渉波 を 発生 さ せ， 位相 コ ン ト ラ ス ト を 作 り ， コ ン ト ラ ス ト を 向 上 さ
せ る ． し か し な が ら ， 撮影 し た像は， CTF ( Contrast Transfer Function： コ ン ト ラ ス ト 伝
達関数） の影響 を 受 け た像 と な る （Erickson and Klug, 1970; Thon, 1971 ） . こ こ で は， デ
フ ォ ーカ ス を か けて撮影 し た像に つ い て 示す．
ま ず， 不足焦点で撮像 し た 際の像は次の よ う に表せ る ．
g (x) = f(x) ® PSF ( 1 .4 . 1 )  
こ こ で， f(x） は真の画像， PSF は点拡が り 関数， g(x） は， PSF の影響 を 受 け た画像 を 示
し て い る ． つ ま り ， 不足焦点で撮像 し た画像は， 真の画像に 対 し て ， PSF を 畳み込んだ像
で あ る と い う こ と が言 え る ． さ て ， PSF を 取 り 除 く こ と を 考 え る と ， 畳み込 ま れた像か
ら PSF を ， 実空間で取 り 除 く こ と は 困難で あ る ． そ こ で， フ ー リ エ空間 に つ い て 考 え て
み る . ( 1 .4 . 1 ） 式 を フ ー リ エ空間での式へ と 変換す る と ， 次式 に な る ．
G(X) = F( X ） × CTF ( 1 .4 .2 )  
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ここで， F( X ）は f(x）のフ ーリエ変 換画像である． つまり， 真の像をフ ーリエ変 換した像
に対応する. G(X ）は g ( x）のフ ーリエ変 換像であり， 真の 画像が PSF により影響を受け
た像のフ ーリエ変 換像である． ここで， 実 空間における PSF の 畳み 込み 演算は， フ ーリ
エ 空間における CTF の 掛け 算で表せる． 掛け 算された 値を取り 除くには， 撮影条件にお
いて発生する CTF を推定すれば， 得られた像から CTF を 除算するだけで良いので， 容
易に 真の 画像のフ ーリエ変 換像が 得られる. CTF を推定後は， 得られた F( X ）を 逆フ ー
リエ変 換すれば， 真の 画像つまり， f(x）が 得られる．
さて， ここで， CTF に注目すると， CTF の位相を示す項は， 次のような式で表せる．
CTF = sin ( 21rx ( k)) 
川） ＝ π （f:1z)..k2 - � C8A3 k4) 
これらを， 合わせて，
(1 .4 .3) 
( 1 .4 .4) 
(1 .4 .5) 
さらに， 強度コントラストの項まで考 慮にいれると， CTF の式は 次のように表せる．
灯F = （日互sin { � 
(1 .4 .6) 
ここで， ムzは 焦 点はずれ量（デフォ ーカス量 ）， 入は 電子線の波長， Csは球面収 差係
数， Aは強度コントラスト係数である． さて， 入は， 撮像に用いた 電子顕微鏡の加速電圧
に 依存し， Csは 使用する 電子顕微鏡の対物レンズに 依存するため， 固定 値として与えら
れる． 一方で， ムzは， 撮像の 度に変 更するため， 一般的には可変 値である．
さて，ここまでは CTF 関数 そのものについて考えてきたが，実際には 高周波成分は 段 々
と 減衰してくる． これは， 電子顕微鏡の性能に 依るものである． 例えば，対物レンズの 各
種収 差（球 面収 差，色収 差）や， 電子線源の性能（照射 角）， 高加速を作り 出す際における
高 電圧の 安定性， 対物レンズの 電 流 安定性， 試料ステ ージの 安定性 等である． これらは，
包絡関数（エン ベロ ープ関数 ） として与えられる（ Frank ぅ 197 3;J iang and Chiu ぅ 2001).
Gsc ( k） 二 位P （ π川 ( 1 .4 .7) 
, ( k) - e xp ( 1 �ρ
2 （芋）
＇
k
·) 
( 1 .4 .8) 
k) = eベ ムC｝λ2 （字）
＇
k
·) 
( 1 .4 .9)  
G叫k) = Jo （πムf入k2) (1 .4 .1 0) 
G七m ( k) = 
sin （ 付ムγ）
( 1 .4 .11) 
πkムγ
Gau ( k) = e xp (-Bk2) ( 1 .4 .1 2) 
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コ ン ト ラ ス ト 伝達関数の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン グラ フ ． 入（ 電子線波長 ） を
1 .97 × 1 0  2A， ムz（ 焦 点外れ 距離 ）を 3µm, Cs （球面収 差）を 1 .7 mm 
とした 時の CTF . 実際には， この関数に対して， 包絡関数にしたがっ
て， 高分解能情報が 低下する． このグラフにおいて， 実線は関数の 正と
負を考 慮してプロットしたグラフ． 破線は， 実線で示したグラフの 絶対
値をとったグラフである．
図 1 .2
ここで，Gscは， 空間的コ ヒ ーレンスによる 減衰，Gtcは 電圧 時間コ ヒ ーレンスによる
減衰，Gotは対物レンズ 電 流 値安定性による 減衰，G1mは 縦方 向の試料ドリフトによる 減
衰，Gtmは 水平方 向の試料ドリフトによる 減衰，Gscは ガ ウシアン 近 似による強度 減衰を
示している． また， ムEは， 電子線の持つエネル ギ幅を示しており，加速電圧の 安定性や，
電子線源の 熱ゆら ぎに影響を受け， エネルギ
、
幅が 広いほど， ボケが 大きくなる． ムIにつ
いては， レンズの 電 流 安定性を示している. Ccは， 対物レンズの色収 差
1を示している．
ムfおよび ムγは， それぞれの方 向に対する試料 安定性を示すパラメ ータである．
次に， CTF に関して， 包絡関数を考 慮した関数について考える． 包絡関数を考 慮して
プロットしたグラフを， 図 1 .3に示す．
ここで，考 慮している 崩落関数は， 主にデフォ ーカス量と，照射 半角によって 決定され
る，Gsc ( k） である． 本来は， 他の 崩落関数も影響を与えるが，Gsc ( k） が顕著に影響を与え
るため， 二つのグラフは，同じ 3µmのデフォ ーカスを 設定し，異なる照射半 角で作成した
グラフである． 左のグラフは，コ ールドフィ ールドエミッション ガン（ Cold-F EG）を持つ
電子顕微鏡像をシミュレ ーションしたグラフで，照射半 角は 0.0 2 mradである． 右のグラ
フは， 一般的な 熱電子 銃である， LaB6におけるグラフであり，照射半 角は 0.2 mradであ
グラフをみると， 高周波側成分の 減衰が， 熱電子 銃を 使った場 合は 大きく， Cold-F EGる．
1電子顕微鏡像は， 電子線の強度で表され， 得られる画像は色を持たない， 白黒像である ． 電子顕微鏡で
は， エネルギの違いを色と して考慮でき るため， エネルギの違いによ り ， 到達する点が異なる大き さ を色収
差と して定義される ．
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図 1.3 包絡関数を考慮 した， コ ン ト ラ ス ト 伝達関数のグラ フ． 入を 1.97 × 10-2A,
ムz を 3µm, Cs を 1.7 mmとした時の CTFを絶対値表示した グラフ． さ
らに， 照射半角による包絡関数を考慮した．
の場合は， 高周波成分が s Aの空間周波数領域でも十分に残っている． これは， デフ ォ ー
カ スを大きくした際も同様な傾向がみられる． つまり，高分解能の構造解析が必要な場合
には， 目 的の分解能に応じて， 電子顕微鏡はも ち ろん， デフ ォ ー カ ス 量を考慮する必要が
ある．
したが って， 焦点はずれ量を推定できれ ば， CTF を決定でき， CTF の影響を受 けた像
から， CTF を 除算することで， 真の電子顕微鏡画像を取得することができるのである．
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1.5 電子顕微鏡用 グ リ ッ ド 上での細胞培養
1.5.1 目的
透過型 電子 顕微鏡で試料を観察するには， 一般的にはグリッドと呼ばれる 金属メッシ ユ
ヘカ ー ボン薄膜を 貼った 支持 体が用いられる． さらに， クライオ 電子 顕微鏡 法において
は，カ ー ボンフィルムに 一定間隔に 規定サイズの 穴が 聞いた，ホ ーリ ーカ ー ボングリッド
が用いられる． これは， 氷の膜を作成し，ここにタンパク質を 溶かした 溶液を 埋め 込むた
めである． さて， 一般的な細胞 培養条件を考えてみると，接着細胞は 通常，プラスティッ
クディッシュや，カ バ ー ガラス上で 培養を 行う． そのため， 一般的な接着細胞の 培養とは
異なる 条件下で 行う 必要がある． そこで，グリッドの 素材， コ ーティング， 培養条件など
の検 討をおこなう．
さらに， 市販のカ ー ボンホ ーリ ーグリッドは， 疎水的であるため， 通常タンパク質 溶液
等を 滴下する場 合には， ペンチルアミン 等をイオンコ ータ ーを用いて， 親水的にする． し
かし，アミン系試薬は，細胞に対して 毒性を持つ場 合がある． そのため，より最 適なコ ー
ティング方 法が 必要とされる．
1.5.2 試薬
本研究で、 用いた， 神経細胞NG1 08-15 の 培養や保存のために， 以下 の試薬を 準備した．
試薬 Cat . No . メ ーカ
Acetone 01 6- 0034 6  和光 純薬株式 会社
Sodiu m Chloride 191- 01 665 和光 純薬株式 会社
Potassiu m Chloride 1 63- 03545 和光 純薬株式 会社
Disodiu m-H ydrogen phos phate 1 2- Wate r  19 6- 0 28 35 和光 純薬株式 会社
Sodiu m Dihydrogen phos phate Dihydrate 19 2- 0 2815 和光 純薬株式 会社
D-MEM (High Glucose) 044- 297 65 和光 純薬株式 会社
エタ ノ ール 057- 0045 6 和光 純薬株式 会社
Fetal Clone III ( Fetal bovine se ru m) SH 301 09 .03 H yClone 
Fetal Bovine Se ru m うR egula r 35- 01 0- CV Corning 
200mM L-Glutamine 07 3- 05 391 和光 純薬株式 会社
Penicillin-St re ptomycin Solution 1 68- 23191 和光 純薬株式 会社
0 .01 % Poly- L- Lysine P4707 Sigma- A ldrich Corp. 
Laminin L2020-1MG Sigma- A ldrich Corp. 
10 n m  Gold colloid solution G15 27- 25ML Sigma- A ldrich Corp. 
パンパンカ ー（Bambanke r)
日 本 ジ
、
エネティックス
CS- 0 2- 002  
株式 会社
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1 . 5 . 3  試薬調整
培地の調整
培地調整前に，FBSは，5 6° Cの 湯浴で 30分間静置し， 血清の非活化をおこなった． さら
に，4 ヲ000 rpmで 40分間遠心 処理を行い，上 清のみを 血清として用いた． 調整は， D-MEM
を基本とし， 全量の 1 0%に 血清を 入れ， 全量の 1%になるように， Penicillin-St re ptomycin
溶液， 及び， 200mM L-Glutamine 溶液を 入れ， D-MEM (High Glucose） で目 標容量まで
メスアップを行い， 調整した． これを，NG1 08-15 用 培地とした． 表 1 . 3に， 培地50 mL 
調整する際の 組成を示す．
表 1 .3 神経細胞NG1 08-15 用 培地を 全量 50 mL 調整する際の組成 例
Laminin の調整
話薬 容量 ［mL]
D-MEM 44 
F BS 5 
200mM L-Glutamine 溶液 0.5 
Penicillin-St re ptomycin 溶液 0.5 
合 計容量 50 
Laminin (Sigma- A ldrich Corp. う 120 20-lMG） の 粉末試薬を， 1 mg/ m Lへと 滅菌済み
超純水を用 いてストック 溶液とし， －20 ° C以下で、保存を行い， 使用する際に，1 2.5 µg/ mL 
へと同様に 希釈した． 最 終濃度まで 希釈した試薬は， 4 ° Cで保存した．
リ ン酸緩衝生理食塩水の調整
PBS (Phos phate Bu ffe red Saline ／リン酸 緩衝生理 食塩 水）は， それぞれの最 終濃度が，
塩化ナトリ ウム 1 37 mM， 塩化カリ ウム 2. 68 mM， リン酸 水素二ナトリ ウムlO mM， リ
ン酸 二 水素カリ ウム 2 mMとなるように 調整した． ここで， 注 意すべきことは， リン酸
水素二ナトリ ウムは 一般的には， 1 2 水和物で用いる． これらを， 目 標容量より 少し 少な
い量の 超純水ヘ 十分に 溶解した後に， pH を確認し，目 標容量へとメスアップした． 通常，
これらの試薬を それぞれの最 終濃度で 調整すると， pH が7 .4 あたりとなる. pH のズレが
土0.3以内の場 合は pH の 調整を行わずに そのまま 使用し， この 範囲から 逸脱した場 合に
は， 調整しなおした． 表 1 .4 に， PBSを 500 mL 調整する際の組成を示す．
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表 1 .4 リン酸 緩衝生理 食塩 水を 全量 500 mL 調整する際の組成 例
試薬 質量 ［g] 最 終濃度 ［mM]
Na Cl 4 1 37 
K Cl 0.1 2.68 
Na 2H P04 ・1 2H 20 0.7 2  1 0  
K 2H P04 0.1 2  2 
超純水 適量
合計容量 500 mL 
1 . 5 .4  使用機器
細胞 培養作業や， 電子顕微鏡グリッド上で細胞を 培養するための取り 扱い，状態確認 等
に用いた機 器を以 下に示す．
機 器名 Cat . No. メ ーカ
CMOSカメラ BU205M 東芝テリ ー 株式 会社
CCDカメラ Er5 Carl Zeiss Mic roscopy 
小型 微量 高速遠 lli、機 Mic ro fuge 20R Beckman Coulte r, Inc . 
卓上クリ ーン ベンチ KVM-1 007 日本エア ーテック 株式 会社
倒立型顕微鏡 A xiov e rt Carl Zeiss Mic roscopy 
倒立型顕微鏡 CK X5 3  オリンパス 株式 会社
ピンセット No . 5 Du mont 
1 . 5 . 5  電子顕微鏡用 グ リ ッ ド
クライオ 電子顕微鏡で 一般的に用いられるグリッドには， 炭素薄膜や 金薄膜に対して，
周期的な 穴の 空いたグリッドである． また，薄膜 支持 体としてよく用いられるものが，モ
リ ブデン， 金， 銅などがある． 本研究では，細胞をグリッド上で直接 培養するため，細胞
適合性が最も 高い 金グリッドを用いた． また， 炭素薄膜 孔の 大きさは， 傾斜シリ ーズ 撮影
時に， カ ー ボン膜がわずかに 写り 込むように， 直径 0.6 µmのグリッドを 選択した． 以上
のことから， 次に示すグリッドを 使用した．
QUANT IFO IL⑤R 0.6/1 Au  
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1.5.6 ト ラ ッ キ ン グ用金粒子コ ー ティ ン グ
クラ イ オ電子顕微鏡を用いた， 傾斜シリ ー ズの取得では， その低い コ ントラ ストから，
十分な精度のトラッキン グを行うことが難しい． また，観察範囲が nm オ ー ダであるた め，
機械精度のみで， 正しいトラッキン グを行うことは難しく， ソフト ウ ェアによる制御が必
須となる． そのた め， コ ントラストの強い金粒子がよくトラッキン グに用いられる． そこ
で， 本研究においても， 細胞を培養する グリッド上に， 細胞の培養を行う前に， 撮影の際
のトラ ッキン グおよび， 再構成時に正確なアラ イ メントのた めに， 直径 10 nm の金粒子
を コ ー ティン グした．
工場出荷状態のパ ッケ ー ジより取り出した QUANTIFOIL は， 作成時に用いられた プ
ラスチックフィル ムや空気 中の油分を含み， 疎水的なた め， 金粒子溶液を滴下するだ けで
は， 十分に付着させることが出来ない． そのた め，はじめに， QUANTIFOIL の洗浄をお
こな った． まず， ガラス 製ディッシ ュに適当なサイ ズに切 った ろ 紙を数枚敷き， その 中に
アセトンを ろ 紙が十分に浸る程度まで入れた． その後， QUANTIFOIL が 曲がらないよう
に注意しな がら， カ ー ボンの蒸着面を ろ 紙に接するように向 け， 優しく沈 めた． そのま
ま， ディッシ ュの蓋をし， ドラフト 内で換気しながら， 完全に蒸発させた． 完全にアセト
ンが蒸発したことを確認した後，アセトンの残留を防ぐた めに， ディッシ ュの蓋を半分ほ
ど 開 け， そのまま一晩静置した．
グリッドの洗浄終了後， 金粒子により コ ー ティン グを行な った． 図 l .5(A） に示すよう
に， 精密 ピンセ ットを用いて グリッドのできるだ け端を保持するようにして， グリッドの
メッシ ュ 部分には触れないようにした． これは，炭素薄膜は機械的な力に対して非常に脆
弱であるた めである． 金粒子を添加する前に， Poly-1-Lysine を グリッド上に 10 µL のせ，
10 分間 コ ー ティン グした． これは， カ ー ボン表面上を， 正に帯電させることで， 金粒子
の付着が進む． 金粒子 自 体は， 正に荷電しているが， 電気二重層をつくるた め， 結果とし
て， 負に帯電し（川 口春馬， 2010）， カ ー ボン表面上への吸着が促進される. Poly-L-Lysine 
で グリッドを コ ー ティン グする様子を， 図 l .5(B うC） に示す． 図 l .5(B） に示すように， マ
イ クロ ピ ペットを用いて， ピンセ ットで、固定している グリッドに対して， 溶液を乗せた．
この時，チップの先端がカ ー ボンフィル ムに触れると， カ ー ボンフィル ムが破れる原因と
なるた め， 触れないように気をつ けた. Poly-L-Lysine を炭素薄膜へと コ ー ティン グして
いる聞に，マ イ クロチュ ー ブへと必要量の金粒子溶液を入れ， 超音波洗浄機にて， 凝集し
た金粒子溶液を均一溶液とした. Poly-1-Lysine にて コ ー ティン グ後， 図 1.5(C） に示すよ
うに， 余分な溶液を ろ 紙を用いて， 除去した． 溶液を ろ 紙を用いて除去する際には， 画像
に示すように， カ ー ボンフィル ムに触れないようにするた め， 横から ゆ っくり近づ け， 余
分な溶液を吸いと った． その後， 図 l .5(D ぅE） に示すように， Poly-L-Lysine での処理と同
じように， 超音波処理した金粒子溶液を 10 µL のせ， 5 分間静置し， 炭素薄膜面へと吸着
させた後に， ろ 紙により余分な溶液を除去した． この時， ろ 紙を用いて横からい っきに余
分な溶液を吸い取るようにした． これは， 溶液溜まりや， ムラは，実際に電子顕微鏡で撮
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像したさいに， 金粒子が 凝集する 原因となり， 十分なトラッキング 精度が出せないことが
あるためだ．
ゴ ールドマ ーカにてコ ーティングした後に，細胞 培養を行う際に， 培地へと 流出するこ
とを防ぐために， そして， 炭素薄膜 自 体の強度を上げるために， 炭素の 蒸着を行なった．
厚さは，約15 n mで 蒸着した． 蒸着 処理後，ディッシュの中にろ 紙を数 枚敷き， そのなか
にグリッドを 静置し保存した． これを， 細胞 培養用 QUANT IFO ILとした．
(A) 
図 1. 5 QUANTIFOIL に， フ ィ デ
、
ュ ー シ ャ ルマ ー カ を コ ー テ ィ ン グす る プロ
セス. ( A） コ ーティング 処理のためにピンセットにより，グリッドを保持
している 写真. ( B,C） 金粒子の 吸着を促進させるために， Poly-L-Lysine
でコ ーティングしている 画像. ( D,E） 直径 1 0 n mの 金粒子でグリッド
をコ ーティングしている 画像．
実際に， ゴ ールドマ ーカにてコ ーティングを行なったグリッドを， 透過型 電子顕微鏡
で観察を行なった． その， 電子顕微鏡 画像を図 1. 6に示す． また， この図では， 金粒子を
炭素薄膜面へと 吸着 処理する前に， Poly-1-Lysine でコ ーティングを行った場 合と行って
いない場 合を比較している． 図 1. 6（ 左図） は， Poly- L- Lysine でコ ーティング 処理をせず
に， ゴ ールドマ ーカを 播種したものである． （ 右図） は， ゴ ールドマ ーカを 播種する前に，
Poly- L- Lysine でコ ーティングを行い， ゴ ールドマ ーカを 播種したものである． 二つを比
較すると，明らかに， Poly- L- Lysineでコ ーティングしたものは， 均一に ゴールドマ ーカを
グリッドへとコ ーティングできている 一方で， Poly-1-Lysine でコ ーティングしていない
ものは， 金粒子の 吸着がなかった． そのため， Poly-1-Lysine で 事前に， ゴ ールドグリッ
ドを 処理するプロセスは，グリッドに対して， ゴ ールドマ ーカを効率よく， むらなくコ ー
ティングするために有効である．
1.5.7 細胞培養用 グ リ ッ ド コ ー ティ ン グ
ゴ ールドマ ーカでコ ーティングを行なったグリッドに対して，細胞 培養の足場として 適
切な環境にするために，コ ーティングを行なった． 炭素薄膜は， 一般的に接着細胞の 培養
に用いられるプラスチックディッシュとは， 培養環境が異なるため，接着細胞が 適切に 培
養できる状態に 調整する 必要があった．
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図 1 .6 Poly-L-Lysine で前処理 し た場合 と し て い な い場合に お け る ， 金粒子
吸着の様子の比較． （ 左図）Poly- L- Lysine で前処理を 行わずに ゴ ールド
マ ーカでコ ーテ イングしたグリッド． （ 右図）Poly-1-Lysine で前処理を
行い， ゴ ールドマ ーカでコ ーティングしたグリッド． （ス ケ ールパ ーは
200 n m. ) 
まず， 1 .5 .6で前処理した， ゴ ールドマ ーカで 標 識された QUANT IFO ILを， マイクロ
チュ ー ブに 入れた 1 00%エタ ノ ールへと 沈め， 1 0 分間処理した． このプロセスでは， グ
リッドの 滅菌と 洗浄を目的としている． この際に用いるマイクロチュ ー ブは， ピンセッ
トで取り出し 易い， PCR 用など， 微量 溶液が取り 扱えるサイズが 適している． ここでは，
0.5 mLのマイクロチュ ー ブに対して， 0.2 mLのエタ ノ ールを 入れ用いた． エタ ノ ールで
の 処理 終了後に， 同様に 微量マイクロチュ ー ブヘ 入れた， 超純水へとグリッドを移した．
この際に，エタ ノ ールはピンセットで保持したまま， 軽くろ 紙で、 吸い取ったのちに， 滅菌
済み 超純水中へと 沈めた． 超純水中で， 24 時間以上保存した後に，細胞 培養に用いた． ヲ，、ー
れら 一連の作 業から， すべてクリ ーン ベンチ内の 清浄環境下で、行なった．
ゴ ールドマ ーカでコ ーティングし， さらに 洗浄を 行なったグリッドは， Poly-L-Lysine
及び， Laminin を用いて細胞 培養用の 処理を 行なった. Poly-L-Lysine は， 処理を 行なっ
たものを 正に 帯電させる． 一方， 細胞膜の外部は 一般的に， 負 電 荷に 帯電しているため
に，グリッドとの接着が促進される． これは， 一般的な細胞 培養や， カ バ ー ガラス上で細
胞 培養を 行う際に良く用いられる 手法である． さらに， Laminin は， 本研究で、用いている
NG1 08 -15 の細胞外マトリックスとして最 適である． この 二つの 処理により， グリッド表
面 上において， 細胞 培養の環境を 整えた．
まず，エタ ノ ールで 処理を 行なった際と同様に， 少量用のマイクロチュ ー ブヘ， それぞ
れ 100 µLほど Poly- L- Lysine を 入れ， グリッドを 一枚ずつ 沈めた． この状態で， 60分間
静置し，グリッド表面を 処理した． このグリッドを 滅菌した 超純水に3 固く ぐらせ 洗浄し
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た後に， 直径 3.5c mのプラスチックディッシュヘ， 20 µL, Laminin をのせた． この， 水
滴の中ヘ，グリッドを曲げないように 慎重に 沈めた． この際，カ ー ボン 蒸着面が上に 向け
て 沈めた． その後， 30分間静置し， 処理した． 処理 終了後に， 水滴をマイクロピ ペット
を用いて 4慎重に 除去し，代わりに PBSを 流し 込んだ． 数回， ピ ペッティングすることで，
余分な Laminin を 除去した． この 洗浄作 業を 2回行なった後に， ディッシュ 一枚あたり，
2 mLの 培地を 入れた．
これら， 一連のコ ーテ イン ク
、
処理を行なったグリッドを，細胞 培養用グリッドとし， 使
用した．
1 . 5 . 8  細胞培養の取り扱い （解凍 ・ 継代 ・ グリ ッ ド上での培養 ・ 凍結）
細胞の解凍
新規に細 胞を解 凍する場 合や， 停電 等でインキュ ベ ータの作動ができず， 短期間でも細
胞 培養環境を維持できない場 合や，長 期に細胞を 培養しない場 合には， 凍結細胞を解 凍し
て 使用した． 凍結は，ディ ープフリ ー ザ
、
や 液体 窒素中で、保存しているものを 使用した． 細
胞を， 低 温状態から取り出す前に， 恒温槽ヘ 水を 入れ， 37 °Cへと加 温した． また， 調整し
た 培地も， 冷蔵庫から 恒温槽へと 入れ， 37 °Cまで加 温した． 遠心機は， 事前に 1 0 °Cヘ
予備冷却した． これらすべての 温度が 一定になるまで， 十分に 時間をおいた後に，ディ ー
プフリ ー ザから細胞を保存しているチュ ー ブを取り出し， 蓋の周りにパラフィルムを 密着
させるようにしっかりと 巻いた． これを， 37 °Cの 水にしずめ， 優しく 揺すりながら， 十
分に 溶かした． この 時の 融解 具合は，チュ ー ブ内の 溶液に 米粒ほ ど
、
の 氷が残っているくら
いが 望ましい． これは，ディ ープフリ ー ザから取り出し，解 凍までに 時間がかかると， 培
地中に存在する 氷の結晶が成長することで，細胞を傷つけるため，生存 率が 低くなる． 一
方で， 融解から遠心 ・ 凍結 液除去までの 時間が長くなると， 培地に 含まれる 凍結保護剤が
細胞の生存 率に影響を与える． そのため，ディ ープフリ ー ザから取り出し， 恒温槽内で 十
分に 溶かす作 業は， 迅速かつ 短時間に行う 必要があった． 細胞が 十分に 溶けたことを確認
した後に， 15 mLコニカルチュ ー ブへと 入れた 1 0 mLの 培地に対して， 細胞 含有 液を加
えた． その後， 1 ,000 rpmで 3分間遠心することで， 細胞を 沈殿として回収した． 細胞を
吸い 込まないように， 不要な上 清を取り 除いた後に， 1 mLの 培地で 十分に 懸濁した． 懸
濁が 不十分であると，細胞同 士が接着したまま 培養が 始まり， 均一に 培養が出来なかった
り， 接触阻害を起こしたりするので， 十分に 懸濁する 必要がある． マイクロピ ペットや，
ディスポ ー ザ
、
ルピ ペットで 20回ほど， 溶液をチュ ー ブの 壁面や 底面にぶつけるようにピ
ペッティングすれば良い． その際， 泡が出ないように注 意した． また， 勢いが強す ぎる
と， マイクロチュ ー ブから 飛び出すので注 意した． その後， ゆ3.5 c mデ
、
イ ツシュヘ 新たな
培地1 mLと細胞を 懸濁した 1 mLを加え， 計 2 mLとして， 初期細胞とした．
このディッシュを， 37 °Cで 5% C02環境 下で 十分に 増えるまで 培養した． 実際に， プ
ラスチックディッシュ 上で 培養し， 細胞が 十分に 増えた様子を図 1 .7 に示す．
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図 1.7 神経細胞 NG108- 15 の位相差顕微鏡写真． 左図の赤 枠部分を拡大 撮影
した像が， 右図の顕微鏡 写真である． ス ケ ールパ ーは 50 µm 
細胞の継代
ディッシュ 全体の約 8 割を 接着細胞が 均一に 覆う，対数 増殖期後期の状態で， 継代を行
なった． インキュ ベ ータから， 細胞を取り出す前に，遠心機の 温度を 1 0 °Cに 設定した．
ディッシュをインキュ ベ ータから取り出し，クリ ーン ベンチ内で， 軽く 揺することで， 接
着していない 死細胞を 浮遊させ，ピ ペットで 吸い取り，上 清を 捨てた． その後， 新しい 培
地を 1 mL， 接着している細胞を 剥がさないように，優しく 入れ， 一 度 洗浄した． そして，
1 mLの 培地を 入れ，ディッシュの 底に 満遍なく 吹き 付けるようにし，細胞を 剥離させた．
この 溶液を，1 mLとり，マイクロチュ ー ブへと 入れ，1 ,000 rpmで 3分間遠心した． 遠心
作 業中に， 新しいディッシュを 準備し， その中に 2 mLの 培地を 入れ， 準備した． 遠心 終
了後，細胞が 沈殿していることを目視で確認し，細胞を 吸い取らないように注 意し， 上清
をピ ペットで 除去した． その後， 新しい 培地を 1 mL加え， 細胞の 塊ができないように，
かつ傷 っけないように， 十二分に優しくピ ペッティングを行なった． 遠心作 業中に 準備し
た， 新たなデ
、
イ ツシュの中に細胞 懸濁液を， 元の細胞濃度からおおよ そ3分の l の濃度に
なるように 入れ， ディッシュを 揺することで， 細胞を 満遍なく 広げた．
このディッシュを， 37 °Cで 5% C02環境下で 十分に 増えるまで 培養した．
グ リ ッ ド 上での細胞培養
細胞を解 凍後， 継代を 2- 3代行い， 十分に 安定した細胞を用いて， グリッド上で 培養を
行なった． 細胞の 継代と同様に，細胞が対数 増殖期にあるものを用いた． まず，細胞をイ
ンキュ ベ ータから取り出す前に， 1. 5. 6で 事前に 金粒子をコ ーティングし， 超純水中で保
存していたグリッドに対して， 1. 5.7 のグリッドコ ーティングを細胞 培養直前に行った．
インキュ ベ ータから細胞を取り出し， 細胞の 継代作 業と同様に， 死細胞の 除去・ 洗浄，
ディッシュからの 剥離，遠心， 新しい 培地を用いて細胞 懸濁液の作成を行なった． そし
て， 細胞 懸濁液を， コ ーティング 済みグリッドを 沈めたディッシュヘ 適量 播種した．
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こ の ディ ッ シ ュ を ， 37 °C で 5%C02 環境下で 24 時間培養 し た ． こ れを ， 電子顕微鏡で
観察す る た め の試料 と し た ． こ の グ リ ッ ド 上で培養 し た神経細胞の位相差顕微鏡像を 図
1 . 8 に示す． こ の 図 に お い て ， NG108- 15 細胞が， 穴の空い た炭素薄膜上で， 細胞が伸展
し て い る 様子が観察で き る ．
図 1 . 8 グリ ッ ド上で培養した神経細胞 NG108-15 の位相差顕微鏡写真． ス ケー
ルパーは 50 µm 
1.6 共焦点 レ ーザ顕微鏡での観察
1.6.1 試薬
グ リ ッ ド上で培養 し た， 神経細胞 NG108- 15 の状態を確認す る た め に， 細胞を化学固定 ・
染色 し ， 共焦点、 レーザ顕微鏡を用 い て 観察 を 行な っ た ． 細胞の 固定 ・ 染色作業に お い て ，
利用 し た試薬を次 に示す．
試薬
リ ン酸緩衝生理食塩水
Bovine Serum Alubmin 
Fuluorescent Mounting Medium 
τ'riton X-100 
4%PFA ・ リ ン酸緩衝液
Rhodamine Phalloidin 
Paclitaxel , Oregon Green 488 ccト
njugate 
DAPI ( 4 '  ,6-diamidino-2-phenyli-
ndole) 
Cat .  No. メ ーカ
前の章で解説 前の 章で解説
BSA50 Rockland Immunochemicals , Inc . 
83023 Dako 
17- 1315-01 GE Healthcare 
163-20145 和光純薬株式会社
PHDRl Cytoskeleton, Inc . 
P22310 Thermo Fischer Scientific 
10 236 276 001 F .  Hoffmann-La Roche, Ltd . 
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1 .6 . 2 試薬調整
PF A ( Paraformaldehyd） ・ リ ン酸緩衝液の調整
PF A は，細胞 固定光学顕微鏡 撮影において 広く用いられる細胞 固定剤である． エタ ノ ー
ル 等の 凝固性 固定と比較して，架橋性 固定と呼ばれる． これらは， 標的を 不動化すること
により， 染色・観察を 簡便に 行うことができる. SEM観察における 固定作 業でも同様に
固定作 業を 行うことがあるが，この 時はグルタルアルデ ヒドがよく用いられる． パラホル
ムアルデ ヒドは，グルタルアルデ
、
ヒドより細胞の収縮が 大きく，グルタルアルデ
、
ヒドの方
が形態維持しやすいが， 自家発光をもつため， パラホルムアルデ ヒドがよく用いられる．
PF A は， 出来る限り 新鮮なものを 使うことが 望ましいため， 一回あたり 1 0 mL 調整を
行い， 冷蔵保存し， 一 ヶ 月以内に 使い 切るようにした． まず， 15 mLのコニカルチュ ー
ブヘ直接 0.4 gの PFAを量り取り 入れた. PFAは， 細かい 粉末状で、あり， さらに細胞 毒
性を持つために， 吸い 込まないようにドラフトチエンパ内で、取り 扱った． このコニカル
チュ ー ブヘ， 5 mLの 超純粋および，NaOH 溶液を 少量 入れ（4MNaOH を数 µL）， コニ
カルチュ ー プのキャップを 閉め， 適当な容器にお 湯をはり，コニカルチュ ー ブを 温め 撹持
した． その 後， 十分に 冷えた 後， メスシリンダに内容液を移し， 超純水で 5 mLまでメス
アップ． その 後， 2 倍濃度の PBSで 1 0 mLまでメスアップした 後， pH 試験 紙にて pH が
7 .4 付近 であることを確認し， コニカルチュ ー ブへと 戻した．
ここで， PF A を 超純水と 2 倍濃度の PBS， 二 段階で 溶かした理 由として， PF A は PBS
に対して 溶けづらいためである． また，NaOH をわずかに 入れたことや， 暖めながら 溶か
した理 由に ついても， PFAをより 溶けやすくするためである．
以上の 手順で作成した， 4%パラホルムアルデ ヒド 溶液を， 細胞 固定用 PFA 溶液とし，
冷蔵保存した．
Triton X- 100 溶液の調整
官iton X-1 00は，界面 活性剤の 一種であり， 脂質 三重膜で構成される細胞膜に 小孔を 開
けることにより，マ ーカ試薬の透過性を 高める． 本細胞においては， 0.1% 溶液として用い
た． ストックする際には， 1%濃度において 冷蔵保存した． 高 純度の Triton X-1 00は， 粘
度が 高く， 計量が 難しいため， ピ ペットで量り取る際には，ゆっくり 吸い 込み， 空気を 巻
き 込むことのないように注 意した． 希釈は， 超純水で 行なった．
BSA/PBS 溶液の作成
BSA (Bovin e Seru m  A lub min ぅ ウシ 血清ル ブミン） ／PBS 溶液は， 蛍光試薬で 染色を 行う
際の非特異的な反応を ブロックするための ブロッカとして用いた． 濃度は， 1%で 使用し
た． ストックは， 2%で作成， 冷蔵保存し， 必要に応じて 希釈した． これらは， 溶媒とし
て PBS 溶液を用いて 希釈した．
31 
Rhodamine Phalloidin 溶液の作成
R hodamine Phalloidin は， アクチンフィラメントの 標 識に用いたマ ーカである ． これ
は， 不動化した細胞にしか用いることは出来ない . R hodamine Phalloidin は， 毒キ ノコ
であるタマ ゴテングタ ケ （Amα仰向 Phαlloides） から単 離される， phalloidine に 蛍光色 素
である rhodamine を結 合させたマ ーカである . phalloidine は， アクチンフィラメントに
強固に結 合し，アクチンをフィラメント状態で 安定化させるため，アクチンフィラメント
のマ ーカとして良く用いられる ．
粉末状のR hodamine Phalloidin を，1 00%メタ ノ ールで 14 µMの 溶液として， －20 ° Cに
て保存した ． これを， 使用 時には，lOO nMの 溶液として， 1 % PBS/BSA にて 希釈して
使用した ．
Oregon Green 488 Taxol 溶液の作成
T axol は 微小管に特異的に結 合する化 合物であり， 微小管を繊維状に 安定化する役割を
持つ ． そのため， Taxol に対して， 蛍光物質であるO regonGreen 488 を結 合させた物質
を 微小管の 蛍光マ ーカとして用いた ．
粉末状のO regonGreen 488 T a xol を， DMSO で，lOO µMの 溶液として作成した ． こ
れを， 使用 時には， 1 % PBS/BSA にて 1 µMの 溶液として作成した ．
DAPI 溶液の作成
DA PIは， 核染色に良く用いられる試薬である . DNA 二重らせんに結 合する性質があ
る ． さらに， 結 合状態と非結 合状態での 蛍光強度が 20 倍異なる性質があるため， 核を 識
別することができる ．
本研究では， 2 µg/ mLにて 使用した ． ストックは， 1 mg/ mLで作成し， －20 ° Cで保存
した ． ただし， ストック 溶液の解 凍・ 再冷凍は出来ないため， 1 0 µLずつ分注し， その 度
に 使い 切るようにした ．
1 .6 .3  使用機器
固定した細胞を実際に，光学顕微鏡を用いて観察する際に用いた機器や， 共焦点、レ ー ザ
顕微鏡を 次に示す ．
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機器 名 Cat . No. メ ーカ
丸カ バ ーグラス 15 丸No .1 松浪硝子 工業株式 会社
スライドグラス（ 白 縁磨No .1 ) Sllll 松浪硝子 工業株式 会社
共焦 点レ ー ザ顕微鏡 LSM-510 Carl Zeiss 
共焦 点レ ー ザ顕微鏡 FV1 200 オリンパス 株式 会社
1 .6 .4  細胞培養と染色
グリッド上で 培養した神経細胞NG108 -15 の状態を観察するために， 今回， 電子顕微鏡
での 研究対象とする細胞骨格タンパク質を 染色し た 光学顕微鏡で 標識・観察したもの
は， アクチン フィラメント， 微小管， 核の三 種 類である．
まず， スライドグラス上に置いた 金粒子 及び細胞接着促進の 処理を 施したグリッドを，
1 .5 節の 手法を 用いて，グリッド上で細胞 培養を行なった． その後， 染色作 業を行なった．
作 業を行う 前に， 染色作 業に用いる，リン酸 緩衝生理 食塩 水，4%PFA/ PBS 溶液，1%BSA ,
0.1% Triton X-1 00 溶液をストック 溶液から 使用濃度へと 調整した後に， 37 ° Cヘ 設定した
恒温槽にて 十分に 温めた． これは，細胞が 温度変化により形態変化することを防ぐために
行なった． また， 蛍光試薬は 使用前に 調整した ．
グリッド 上で、細胞 培養したディッシュを，インキュ ベ ータより取り出した． ディッシ ユ
から， 培地をピ ペットで、 吸い取り 捨てた． その後，細胞が 乾かないように 迅速に 37 ° cに 予
熱しておいた PBSを 1 mL加え優しく 揺すった. PBSを 入れる際に，接着している細胞が
剥がれないように，ディッシュの 縁から優しく 流し 込んだ． その後， PBSを 吸い取り 捨て
る作 業を 二 回繰り返した. PBSを 除去した後に，4% PF A/ PBS 溶液を 2 mL加え，10分間，
室温で 処理した． この作 業にて，細胞の 不動化を行なった． 処理 終了後，4%PF A/ PBS 溶
液を 除去し， 同様に PBSで 2 回優しく 洗った. PBSを 除去した後に， 0.1% Triton X-1 00 
を 2 mLディッシュヘ 入れ， 5 分間， 室温で 処理した． 処理 終了後， Triton X-100 を 除
去した後に， 同様に PBSで 2回洗浄した． 後に， 1%BSA/ PBSで 30分間処理した. 1% 
BSA/ PBSで 処理を行っている聞に， ストック 溶液から 1 00 nM rhodamine phallodine を
1 00 µL 調整した. BSA/ PBSでの 処理 終了後に， 同様に PBSで 2回洗浄を行なった ． 次
に， 3 c m 角程度の 大きさに 切り， その上に rhoda mine phalloidine を 1 00 µL 滴下した． そ
の後， カ バ ーグラスをディッシュから取り出し，ろ 紙で 軽く 水気を 切った後に，細胞 培養
面を ひっくり返し， rhoda mine phalloidine 溶液に触れるようにパラ フィルムの上ヘ優しく
のせた． ろ 紙で 水気を 切る際には，細胞 培養面に触れないように 気をつけ， 横から 吸い取
るようにろ 紙を当てる． この上に， 遮光できる 適当な容器をかぶせ， 遮光させて 室温で 30
分間静置した． その後， PBSで 洗った後に， スライドグラスの上に， mounting mediu m 
を 滴下し，カ バ ーグラスを細胞 培養面がスライドグラスとカ バ ーグラスに 挟まれるように
配置して， 小さな 気泡が 入らないように 気をつけてのせた． これを，4 ° cの 冷暗所に保存
した．
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1 . 7  ク ラ イ オ電子顕微鏡用試料作成法
1 . 7. 1 目 的
クライオ 電子顕微鏡用グリッド上で直接 培養した神経細胞を，クライオ 電子顕微鏡を用
いて内部構造の詳細な解析を行なった． クライオ 電子顕微鏡は， 他の細胞内構造解析 手
法と比較して，内部構造を非侵襲で観察できるメリットがあり，生 体内でのあるがままの
タンパク質構造を解析できる． 本研究では， 神経細胞のフィロポディア内部構造に注目
した．
1 . 7 .2  試薬
グリッド 上で細胞を 培養し， そのグリッドを， 急速凍結する際に 使用した試薬を以下に
示す．
試薬 Cat . No. メ ーカ
リン酸 緩衝生理 食塩 水 前の 章で解 説 前の 章で解 説
N6 う 2'- 0- Dibutyryladenosine 3
＇
う5 '-cyclic D0627- 25 MG Si gma- A ldrich Corp. 
monophos phate sodiu m salt 
1 . 7.3  試薬調整
cAMP の調整
c A MP (N6 , 2'- 0－ジ ブチリルアデ ノシン 3＇ ぅ5
＇サイクリック ーリン酸ナトリ ウム 塩 IN6 ぅ 2'-
0- Dibutyryladenosine 3＇ う5 '-cyclic monophos phate sodiu m salt ）は， 神経細胞のシグナリ
ング分子として作用し， 神経突起の突出をより 活性化させることが知られている． そこ
で， 本研究で目的とするフィロポディアをより良く観察するために， 凍結作 業の3 時間前
に c A MPを加える 事で， 神経突起の突出が盛んな 時の神経細胞の様子を 捉えようとした．
粉末状の試薬を， クリ ーン ベンチ内でフィルタ 滅菌をした 超純水で 希釈を行い作成し
た． ストック 溶液の濃度が 1 00 mMになるように作成した． また， 一 度に利用する容量
が 20 µLであるため， 20 µLずつ分注して， －20 ° Cにて 冷凍保存した．
1 . 7.4 使用機器
グリッド 上で細胞を 培養し， そのグリッドを 急速凍結する際に 使用した機器を以 下に
示す．
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機器 名
環境 制御式自動浸漬凍結 装置
急速凍結資 料作成 装置
液浸法凍結 装置
ブロック 恒温槽
ろ 紙 What man 541 (H a rdened A shless ぅ
9 0 mm ゆ）
1 . 7. 5 神経細胞の凍結試料作製
Cat . No. メ ーカ
Leica EM GP Leica Mic rosyste ms 
Leica EM CPC Leica Mic rosyste ms 
研究 室で 設計 ・ 作成
TAL-lG タイテック 株式 会社
1541- 09 0 GE H elthca re 
凍結作 業3 時間前に， 培養中の細胞の状態を観察した． この 時に， 十分にグリッド上
で仲長している試料を 選んで用いた． その後， 冷凍庫よりlOO mMの c AMPを取り出し，
溶かした． この 時， 壁面に 乾燥した 粉末状の c AMPが 付着していることがあるため， 十
分に 撹枠またはピ ペッティングする． その後， ディッシュ中 培地 2 mLあたり 20 µLの
c AMPを加え， 優しくピ ペッティングし， 全体が 均一の濃度になるようにした． その後，
インキュ ベ ータへと 戻し， 凍結作 業まで保管した．
凍結作 業 1 時間前に， 凍結作 業の機器 準備を 開始した． すべての機器は，ドライ ヤを用
いて 事前に 温めた． これにより， 空気中の 水分を 冷媒である 液体 窒素や 液体エタンへのコ
ンタミネ ーシ ヨンを防ぐようにした . Leica Mic rosyste ms EM CPCを用いる際には， 機
器自体に 焼きだし機能があるので， これを用いて 事前に ウォ ームアップを行なった． ま
た， ブロック 恒温槽を 37 ° cにセットし， 全量 1 .5 mLのマイクロチュ ー ブに 1 mLの PBS
を 入れ， 十分に 温めた．
すべての 準備が 整った後に， 細胞をインキュ ベ ータより取り出し， 37 ° cヘ 予熱した ブ
ロック 恒温槽の上へと置き， その上をアルミ 箔で 覆った． そして，ピンセットで 一つ 慎重
にグリッドを取り出し， 予熱した PBSの中をく ぐらすように， 2 , 3 回洗うことにより，
余分な 培地等の成分を 除去した． そして， 機器ヘセットし， 裏ず
、
いにて 余分な 水分を 切
り， 液 体エタン中へと 落下させることにより 瞬間凍結したサンフ
。
ルを作成した．
しかしながら， 環境 制御式自動浸漬凍結 装置である， Leica EM GPを用いて 凍結する
際には，グリッド上にある 溶液量が 一定量以上あることが 必要であるため，グリッドをピ
ンセットにセットし， 溶液を プロッティングする直前に， 余熱した PBSをグリッド上に
7 µLのせて 凍結した．
1 . 8 電子顕微鏡での撮影
1 . 8 . 1 電子顕微鏡
以 下に， 本研究で、用いた 電子顕微鏡の 仕様と その特徴を示す．
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HITACHI EF-2000 
電子銃 冷陰極電界放出型電子銃
最大加速電圧
(Cold Field Emission Gun: Cold FEG) 
200 kV 
エネ ルギー フ ィ ル タ γ 型エネルギー フ ィ ルタ
CCD カ メ ラ 2048 × 2048 ピ ク セ yレ CCD カ メ ラ
ト モ グ ラ フ ィ 不可
STEM 検出器 な し
FEI Tecnai G2 Spirit 
電子銃
最大加速電圧
エネ ルギー フ ィ ル タ
CCD カ メ ラ
ト モ グ ラ フ ィ
STEM 検出器
六 ホ ウ 化 ラ ン タ ン （LaB6） 製熱電子銃
120 kV 
非搭載
FEI 社製 Eagle CCD カ メ ラ （2048 × 2048)
可
な し
FEI Tecnai G2 Polara 
電子銃
最大加速電圧
シ ョ ッ ト キ ー型電子銃 （Schottky-type Electron Gun) 
300 kV 
エネ ルギー フ ィ ル タ ポ ス ト カ ラ ム 型エネルギー フ ィ ルタ
CCD カ メ ラ Gatan 社製 UltraScan ( 4096 × 4096) EF2利用不可
Gatan 社製 UltraScan (2048 × 2048) EF 利用可
ト モ グ ラ フ ィ
STEM 検出器
可
HAADF 
2EF (Energy Filter， エネ ルギー フィ ル タ ）
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FEI Titan Krios 
電子 銃 ショットキ ー型 電子 銃（Schott ky-type Elect ron Gun )  
最 大加速電圧 300 kV 
エネル ギ ーフィルタ なし
CCDカメラ F EI 社製F alcon ll ( 4 09 6 ×409 6) 
F EI 社製 Eagle ( 4 09 6 ×4 09 6) 
トモグラフィ
ST EM検出器
Gatan 社製O rius
可
H A A DF 
主要なデ ータ取得は，F EI 社製T ecnai G2 Polara で 行った ． 電子顕微鏡は， 加速電圧
200 kV で 使用した ． また， 倍率は 約 50 ぅ000 倍で 撮影を 行い， CCD上での 倍率は， 4 .4 3
A/ px.であった. CCDは，Gatan 社製で 2048 × 2048 ピクセルの 大きさを持つ Ult raScan
カメラを用 い， そのカメラの 手前にある， ポストカラム型のエネル ギ ーフィルタを 20 eV 
のスリット 幅にセットして 使用した ． 傾斜シリ ーズの取得は， －60 °から ＋60 °まで ＋20 刻
み 固定で 撮影し， 合計 61 枚の 傾斜画像を 得た ． 試料に照射した 電子線量については， 撮
影中に照射した 全電子線量であるト ータルド ースが， I ピクセルあたり，1 00 e
一
以 下，つ
まり 1 00 e
一
／Aになるように 設定し， 撮影した ．
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CHAPTER 2 
三次元再構成と アクチンフ ィ ラメ ン ト の束化アーキテクチャ
2 . 1  目 的
本 章では，クライオ 電子顕微鏡法で取得した，フィロポディアの 傾斜シリ ーズ像を，三
次 元再構成する ． まず， 得られたデ ータに対して， 事前に CTF 補正などの 画像 処理を 施
す． そして，計算機内で三 次 元再構成を 行う ． その後， 再構成したデ ータに対しても，三
次 元空間での 画像 処理を 適用する ． これらの 画像 処理に注力して 行うことにより，S/N
比の 低いクライオ 電子顕微鏡画像から， 最 大限のデ ータを引き出す ． 最 終的に 得られた，
フィロポディアの三 次 元再構成像を， 広い視 野で観察することにより，フィロポディア内
でアクチンフィラメントが束ねられるア ーキテクチャを明らかにすることを目的とする ．
2 .2  手法
2 . 2 . 1 計算機
本研究において， 三 次 元再構成に 用いた計算機（コン ビュ ータ ） を 以下に 記す ．
部品 詳細
CPU Intel Xeon E5-1 620v 3@3.50GH z 
メモリ 32 GB 
GPU n Vidia Quadro K5 200 ( 8GB GDDR5 SD R AM) 
GPUは，三 次 元表示のみならず，SIRT 法を 用いた三 次 元再構成にも，GPGPUとして
導 入した．
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2 . 2 . 2  再構成法
取得した 傾斜シリ ーズは， MR C1 ( Crowthe r et al ・ ぅ 199 6） のスタックと呼ばれる形式で
格 納されている． この状態では， CTF 補正を 行う際に， 電子顕微鏡 画像 処理ソフト ウ ェ
アパッ ケ ージである Eos (Yasunaga and Wakab ayash i う 199 6） で容易に取り 扱いができるよ
うに， 電子線トモグラフィ 法に特化した， 電子顕微鏡 画像 処理パッ ケ ージソフト ウエア
である IMO D( K re me r et al . う 199 6） に 含まれる splitmrcコマンドで複数の MR Cファイ
ルへと分 離した． その後， Eos に 含まれる， コマンドを用いて， 画像をフ ーリエ変 換し，
パワ ース ペクトル 画像を 求めた後に， 理論的な CTF 関数を 手動でフィッティングするこ
とにより，デフォ ーカス量を推定した． その後， 再び IMO Dの newstackコマンドを用い
て， MR Cスタック形式へと 戻した．
すべての 画像において， CTF から受ける変 調が 復 元された 電子顕微鏡 画像 傾斜シリ ー
ズを 得た後に， IMO Dに 含まれる 傾斜シリ ーズ 再構成ソフト ウ ェアである eT omo 2を用い
て，三 次 元構造へと 再構成した． その際， 画像聞の位置 合わせが最 終的な三 次 元構造に 大
きな影響を与えるため， 慎重に 行った．
図 1 .6に示す， カ ー ボンフィルム上ヘ 播種した ゴ ールドマ ーカをピックアップし， 各画
像 問で位置 合わせを 行うことで，より 精度よく， 画像聞のズレを 補正した． この， eT omo
を用いて， ゴ ールドマ ーカをピックアップする様子を， 図 2.1 に示す． この図において，
緑の 円で 固まれている ゴ ールドマ ーカが， アライメントに用いるために 選択された ゴ ー
ルドマ ーカである． 精度よく位置 合わせ 処理を行うためには， 図 1 .6で示すように， 画像
の 四方にあるマ ーカをまんべんなく利用することが良い． 一方で， 赤い 矢 印で、示してい
るような， 金粒子が 凝集している 領域は，アライメントに 使うことは 難しい． これは，特
に 高 傾斜画像では， それぞれのマ ーカが重なり， 大きな 黒い 密度として観察されるため，
個々のマ ーカに対して，位置を 決定できないためである． こうして， 一枚の 画像から，ア
ライメントに用いる 金粒子をピックアップした後に， 傾斜をかけていない 画像に対して，
ゴ ールドマ ーカをピックアップした 後に，すべ ての 画像聞での 相関を 取るために， 計算を
行い，最 終的に，すべての 画像において，同 一の ゴールドマ ーカをピックアップするよう
にした． その後，コン ビュ ータで 合わせきれなかったマ ーカに対して， 手動で位置を 補正
することにより， 画像聞におけるフィデュ ーシャルマ ーカ位置を 追い 込んで、いった．
ここで 得られた，マ ーカ位置を利用して，最 終的に，三 次 元再構成に利用する位置 合わ
せを 行った， 傾斜シリ ーズを 得た． ここで， 注 意すべき 点は， マ ーカを用いて，位置 合わ
せをしても，最 終的に 得られる像の位置 合わせが 正しく 行われているとは限らない 点であ
る． そのため， 再構成に用いる， アライメントされた 傾斜シリ ーズを 必ず，確認する 必要
1MRC 形式は， 電子顕微鏡の二次元画像や三次元ボ リ ュ ー ム を取 り 扱 う た め の一般的な フ ァ イ ル形式で、
あ る ． 英国の Medical Rβserch Council で開発 さ れた た め ， MRC 形式 と 呼ばれる ．
2eTomo は， 電子線 ト モ グ ラ フ ィ 法に お い て ， 本来煩雑な CLI(Command Line Interface） に お け る 作業
を ， GUI(Graphical User Interface） で ラ ッ ピ ン グ し， ワ ー ク フ ロ ー と し て 提供す る ユ ー ザ フ レ ン ド リ な ソ
フ ト ウ ェ ア
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図 2.1 eTomo を用いて， フ ィ デュ ー シ ャ ルマ ーカ であ る 10 nm 金粒子を ピ ッ
ク ア ッ プ し て い る ス ク リ ー ン シ ョ ッ ト
がある． 特に， O
。
前後におけるずれや， 高 傾斜（60 。 以 上または， －60
。
以下 ）における
画像の 流れ，傾きが顕著に現れるため，注 意して確認すべきだ． ここで，正しくアライメ
ントを取れていない場 合には，アライメントに用いるマ ーカの数を 増やす（全角 度におい
て 画像にあらわれているマ ーカが 望ましい ）， 正しくトラッキングできていないマ ーカを
消す， 四方すべてのマ ーカをまんべんなく利用することなどが有効である．
その後，アライメント 処理を行なった，電子顕微鏡 傾斜シリ ーズを三 次 元構造へと 再構
成した． 電子線トモグラフィ 法で，三 次 元構造へと 再構成する 手法は，主に，解析的 手法
と代数的 手法の 2つがあり，解析的 手法で代表的なものは，フィルタ 補正逆投影法（F BP;
F ilte red Back Proj ection）や，重みづけ 逆投影法（WBP; Wighted Back Proj ection）が挙げ
られ，代数的 手法には，代数的 画像 再構成 法（ ART ; A lgeb raic R econst ruction T echni que ) 
や，同 時逐次 再構成 法（SIRT ;Si multaneous Ite rative R econst ruction T echni que）である．
一般的に，解析的 手法で、は 少ない計算機リソ ースで三 次 元構造を 再構成することができる
一方で，分解能は代数的 手法に 劣る． 代数的 手法では，多くの場 合繰り返し計算が 必要と
なるため，多くの計算機リソ ースが 必要とされるが，ア ーティファクトが 少ない像を 得る
ことができる． そこで， 本研究では，SIRT 法を 採用し，50回の繰り返し計算を行い三 次
元構造とした． 再構成 処理についても，eT omoを用いた． また，高速化のためにGPGPU
技術を導 入し 処理を行なった．
得られた三 次 元再構成像は， IMO Dに 含まれる 3dmodや，F EI 社製の A mi ra と呼ばれ
るソフト ウ ェアを用いて可視化した．
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2.2.3 束化アク チ ン フィ ラ メ ン ト の束化アー キ テ ク チ ャ 解析
アクチンフィラメントの位置関係を明らかにするために，アクチンフィラメントの重心
位置に注目した． アクチンフィラメントの重心位置から，フィロポディア内で束化される
「隣り 合うアクチンフィラメント聞の 距離 」と 「六方 格子を形成する 角 度 」を 算出した． 一
次 元構造からアクチンフィラメントの重心位置を 決定するためのフロ ーチャ ートを図 2.2
に示す．
切 り 出 し位置を 80 px 
長 さ 方 向 に ず ら す
次の フ ィ ラ メ ン ト へ
(A) 
開始
長 さ 方 向 を Z 軸 に合わせた，
フ ィ ロ ポディ ア三次元繕造
切 り 出 し位置 ＝ 40px
80 px. (35 nm） の厚 さ で，
長 さ 方 向 に切 り 出 し
(B) I 長 さ 方向へ投影
boxer で重心を決定 し た い
フ ィ ラ メ ン ト の座標を取得
(C) I 座標を基に， 切 り 出 し を 行 う
N O  
N O  
切 り 出 し た画像で重心を決定
切 り 出 し た画像の重心を，
全体画像の座標へ と 展 開 す る
終了
(A) 
(B) 
図 2.2 ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の重心位置を取得す る た め の フ ロ ー チ ャ ー ト
まず， フィロポディアの三 次 元再構成像に対して， 端から端まで 36 n mずつに分 割し
た． 得られた 断片化された三 次 元密度マップに対して， フィロポディアの長さ方 向に対
41 
して 投影することで， 図 2.7 ( B） の様な 二 次 元像を複数 枚作成した． これらのトモグラム
デ ータから， 二 次 元像に対して，アクチンフィラメントを EMAN2の boxerを用いて，ア
クチンフィラメントの 24 × 24 px.2 （ 回10.6 ×10.6 n m2）の 大きさで 切り出した． その後，
この 小さな 画像において， 画像の 重心を 求めた． この， 小さな 画像内での 重心情報を， 切
り出した 座標デ ータと照らしあわせ， 元のデ ータにおいて， 測定対象のフィラメントの 重
心位置を 絶対位置として 算出した． その後， それぞれの 隣り 合うアクチンフィラメントの
各座標から， 二つのフィラメント間距離を 算出した．
次に， アクチンフィラメントの表面間距離を 算出した． 表面間距離を 算出するために，
切り出したフィラメントの 画像を 二 値化した． 電子顕微鏡 画像は，階調を持つため， 闘値
の置き方によりデ ータの 意味が 大きく変わる． そこで， 大 津法による 二 値化を行い， 電子
密度を 円であると 近 似した 時の半 径を 求めた． この半 径と， 重心を基 準として，表面間距
離を 算出した． これら， 重心位置の 算出や， 大 津法による 二 値化の 画像 処理は， Eos を用
いて行なった．
2.3 結果
2.3.1 共焦点 レ ーザ顕微鏡に よ る観察
電子顕微鏡を用いた観察に先 立ち， 共焦点レ ー ザ
、
顕微鏡を用いて，グリッド上で 培養し
た，神経細胞NG1 08-15 の様子を観察した． クライオ 電子顕微鏡用グリッドである， 穴あき
炭素薄膜グリッド上で細胞を 培養し，パラホルムアルデ ヒドで 固定した後に，R hodamine
Phalloidin や Ta xol conj ugated O regon Green で 染色を行い， 共焦 点レ ー ザ ー顕微鏡で観
察した像を， 図 2.3に示す．
図 2.3において，（ A） はアクチンフィラメントを，R hoda mine Phalloidinでアクチンフィ
ラメントを 染色した像 . ( B） は 微小管を，T axol conj ugated O regon Green で 染色した像，
( C） は 微分 干渉像，（ D） は，（ A )- ( C） の 画像をマ ー ジ
、
させた像である．
この像を見ると， 細胞がカ ー ボンフィルムの上で 伸長している様子を観察することが
できる． 微分 干渉像では， 背景部分に 穴の 空いた模様が見える． これが，クライオ 電子顕
微鏡用グリッドである， Quanti foil の 炭素薄膜に 空けられている 穴である． この 炭素薄膜
を足場として， 神経細胞は 伸長していた． つまり， 神経細胞NG108-15 は， 電子顕微鏡用
グリッドである， Quanti foil 上で 培養することが可能であることが示された． クライオ 電
子顕微鏡 法による観察では，同様の方 法で，細胞を 培養し，パラホルムアルデ ヒドによる
化学 固定ではなく， 液体エタンによる物理 固定を行った試料を用いた． 実際の，クライオ
電子顕微鏡 法による観察では，（ D） の 四角で示すような細胞周辺部に存在する， フィロポ
ディア構造を観察した．
4 2  
図 2.3 共焦点 レ ーザ顕微鏡で観察 し た， グ リ ッ ド 上の NG108-15 細胞 （A） は
ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト を 染色 し た像， （B） は微小管を 染色 し た像， （C） は
微分干渉顕微鏡像， （D） は こ れ ら 3 画像を マ ー ジ し た像で あ る ． ス ケ ー
ルパ ー は， 5 µm 
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三次元再構成像の観察2 .3 .2  
フィロポデ
、
ィアの ギ ャラリを 図 2.4 に示す．二次元で撮影した，
一聞
口
(C) 
フ ィ ロ ポ デ
、
イ ア を ク ラ イ オ電子顕微鏡法で観察 し た画像の ギ
、
ャ ラ リ ス
ケ ールパ ーは，（A） および（C） においては 1 µm であり，（B） および（D)
においては 0.2 µm である． 使用している Quantifoilの穴の大きさは 0.6
µm. 
図 2.4
図 2.4 において，（C） の赤枠で固まれた部分を拡大撮影した画像が，（D） である． 黄色の
点線が， 細胞膜を示しており， “Cell Body”と記述されている側が， 細胞体側である． 低
倍率では， 細胞をは っきりと認識できる． この時， エネルギ ーフィルタを入れた方が， 入
れない場合と比較すると， コ ントラストが向上し， 細胞を認識しやすくなる． また， 高倍
率の（B） および（D） の画像を見ると，アクチンフィラメントと思われる， 繊維上の構造を
観察することができる． 本研究では，（B)/ (D） で撮影したような領域に注 目して， 撮影を
行な った．
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2.3.3 セ グメ ンテ ー シ ョ ン に よ る三次元構造観察
フィロポデ
、
イアの内部を観察するために，セグメンテ ーションを行った． 電子顕微鏡
は， 電子線で対象を観察するために， 得られるデ ータには色がない． さらに，試料に 含ま
れるモ ノの情報がすべて反映されるために，得られるデ ータには細胞内に 含まれるすべて
のタンパク質情報が 含まれている． 一方で，対象とするタンパク質を 識別することが 困難
である． そこで，セグメンテ ーション 処理を行った． セグメンテ ーションとは，三次 元電
子顕微鏡マップに対して， 手動で 意味付けを行う作 業である． 今回は，アクチンフィラメ
ントと細胞膜， そして 再構成に用いた直径 1 0 n mの 金粒子についてセグメンテ ーション
を行った．
しかし，手動でセグメンテ ーションを行う場 合，特に 8/N比が 低い 画像においては，恋
意的な 意味付けになる可能性がある． そこで，本研究では， 主に研究対象としたい，細胞
内アクチンフィラメントについては，A mi raに 含まれる，フィラメント構造の自動 抽出プ
ログラム（R igort et al ., 201 2） を用いた． この，アクチンフィラメントに対する自動セグ
メンテ ーションおよび 手動による細胞膜と ゆ1 0 n mの 金粒子を 手動セグメンテ ーションし
た結果を，図 2.5 に示す．
図 2.5 得 ら れた 3 次元画像に対し て， セ グメ ンテ ー シ ョ ン を行な っ た三次元像．
得られた 三次 元構造をセグメンテ ーション 処理した結果，フィロポディアの内部構造を
可視化することが出来た． 細胞膜においては，試料 水平方 向を 覆う細胞膜は，十分なコン
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ト ラ ス ト が あ り セ グメ ン テーシ ョ ン 出来た． し か し ， ミ ッ シ ン グ ウ エ ッ ジの影響 を 受 け
て ， 上下の密度がボケ て い た た め， 試料垂直方向 を 覆 う 細胞膜はセ グメ ン テーシ ョ ン 出来
な か っ た． 次に， ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の追跡に お い て は， 高い精度で追跡す る こ と がで
き ， フ ィ ロ ポ デ
、
イ ア 内 の ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト ネ ッ ト ワ ー ク を 可視化す る こ と が出来た ．
ま た， ゴール ド マーカ に注 目 し て み る と ， 電子線 ト モ グ ラ フ ィ 法を用 い て ， 三次元再構成
を 行 う 際 に ， ゴール ド マーカ の ト ラ ッ キ ン グ， ア ラ イ メ ン ト の失敗や， ア ラ イ メ ン ト に
用 い た角度情報の不完全性が発生す る と ， ゴール ド マーカ がひ し ゃ げた形に な っ て し ま う
(Matoba et al ・ ぅ 2012 ） . し か し ， 図 2 . 5 中 の ゴール ド マーカ は球状 に近いかた ち を し て い
た． こ の こ と か ら ， 今回の三次元像は精度 よ く ア ラ イ メ ン ト さ れ， 正 し く 再構成す る こ と
が出来た．
2.3.4 断層像の観察
取得 し た傾斜シ リ ーズ像群の デ フ ォ ーカ ス 量 を ， Eos の ctfDisplay を用 い て個々 に手
動で決定 し た後 に ， mrcimageCTFCompensation コ マ ン ド を用 い て CTF 補正 を行な っ た ．
すべて の傾斜 シ リ ーズ像を CTF 補正 を 行な っ た後 に ， IMOD を用 い て ス タ ッ ク 画像を作
成 し た ． こ れを ， IMOD に含 ま れる eTomo を 用 い て再構成 し た ．
ま ず， 再構成 し た フ ィ ロ ポ デ
、
イ ア の例 を ， 図 2 .6 に示す． 再構成 さ れた フ ィ ロ ポ デ
、
イ ア
に は， 様々 な太さ があ っ た． 図 2 . 6 (A） に お い て は 115 本， （B） で は 106 本， （C） で は 85 本，
(D） で は 72 本， （E） で は 61 本， （F） で は 27 本， （G） で は 25 本， （H） で は 17 本観察 さ れ
た ． 次 に ， そ れぞれの （A)- (H） に示す， 断層像に注 目 し て み る ． フ ィ ロ ポ デ
、
イ ア長 さ 方向
の 断層像に お い て は， フ ィ ラ メ ン ト 構造が， 並行に配置さ れて い る 様子 を 観察す る こ と が
で き る ． さ ら に ， （A） ぅ （B) , (C） ぅ （D） ぅ （E） に お い て ， 赤の く さ びで示す よ う に ， 周期的な
密度の強弱が， フ ィ ラ メ ン ト 方向 に 対 し て 垂直に観察 さ れる ． こ の， 周期は， 約 36 nm で
あ り ， ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の ハー フ ピ ッ チ と 同 じイ直で あ っ た ．
再構成 を 行な っ た ， 三次元像の 断面像の一つ を ， 詳 し く 図 2 . 7 に示す．
図 2 . 7(A） に は， フ ィ ロ ポ デ
、
イ ア の長 さ 方 向 に 対す る 断層像を 示 し て い る ． こ の ス ラ イ
ス 位置は， （B） に お い て ， 赤線で示 し て い る 部分で あ る ． 一方， （B） は， フ ィ ロ ポ デ
、
イ ア太
さ 方向 の 断層像で あ る ． ス ラ イ ス 場所は， （A） の赤点線で、示 し て い る ， 90 nm の 厚 さ を 三
次元構造 と し て切 り 出 し た後に， 長 さ 方向 に 対 し て投影 し ， 作成 し た像で あ る ． 図 2 .7(A)
を 見 る と ， 内部に直径が 5-10 nm 程度の フ ィ ラ メ ン ト 構造が， 整然 と 並んでい る 様子が確
認で き る ． ま た， そ れぞれの フ ィ ラ メ ン ト は， 周期的に節の様な密度の強弱 を観察す る こ
と がで き る ． さ ら に ， こ の周期的な電子密度の強弱 は， お お よ そ 36 nm の周期で見 ら れ
た． こ の値は， ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト が持つ二重 ら せん構造に 由来す る ハー フ ピ ッ チ と 同
じ値で あ っ た ． ま た ， ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の お お よ そ 3 ピ ッ チ分で あ る ， 90 nm の厚さ
で投影 し た （B） に 関 し て 見て み る と ， （A） と 同様に ， フ ィ ラ メ ン ト 構造由来で あ る ， 点 の
密度が観察 さ れ， 六方格子状に並んでい る こ と がわ か る ． こ の 断層像か ら 確認で き る フ ィ
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n=l 1 5  n=1 06 n=85 n=72 
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図 2.6 フ ィ ロ ポデ
、
イ ア 断層像の ギ ャ ラ リ ． 切断位置は，（ A ’） －（H ヲ） 』こおいて赤線
で示す位置である． また， それぞれに 含まれるフィラメントの 本数を 下
に示している． ス ケ ールパ ーは7 2 n m. 
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投影像 I － － 
アクチ ン フ ィ ラ メ ン ト
のハーフ ピ ッ チ
CB} 
図 2 . 7 三次元再構成したフ ィ ロポデ
、
イ アの断層像． スケールパーは 100 nm. 
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ラメント構造は， 30 本であった． このことより， このフィラメント構造は， 三 次 元的に
束ねられていることがわかる． フィロポデ
、
イアの内部では， 細胞骨格タンパク質である
アクチンフィラメントが， アクチンフィラメント架橋タンパク質であるファシンにより，
高 度に 束化されることが知られており， 得られた 電子 密度の周期性や，この 事実より，こ
れら，繊維状構造はアクチンフィラメントであると推察される． さらに，in vit ro環境で，
アクチンフィラメントとファシンを 混ぜることによって 再構成される， 束化アクチンフィ
ラメントの構造と 一致している. ( Y ang et al ., 201 3; V ignj evic et al ・ ， 2003). 
次に，このフィロボディア内で 束化されたフィラメント構造の周期性をより詳しく 調べ
るために， この 束化されたフィラメントを， 「束」として 切り出し， フ ーリエ変 換を行う
ことで，より詳細な構造性質を明らかにしようとした． その，フ ーリエ変 換を行なった像
を，図 2.8 に示す． この図を見ると，1/ 36n m-1や，1/1 2n m-1の位置にピ ークを確認する
ことができる． まず， 1/ 36n m-1のピ ークに注目する． これは， フィラメントの長さ方 向
に対する周期性を表している． そのため，アクチンフィラメント自体が持つ周期性である
と考えられる． また， 架橋構造の周期性についても同 時に示している． また， 1/1 2n m 1 
のピ ークに関しては， 横方 向の周期性を示している． つまり，フィラメント構造が 横に並
ぶ周期性が 1 2 n mであることを表している．
図 2.8 フ ィ ロ ボ ディ ア 内で束化 さ れた フ ィ ラ メ ン ト 束の， フ ー リ エ像．
さらに， 得られた 電子 密度のトモグラムにおいて，図 2.9 で，赤いくさびで示すような，
興味深い 断層像を観察した． 束化されたアクチンフィラメントにおいて，最も外周にある
フィラメントに対して， 36 n mの周期で突出した 密度を観察した．
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図 2. 9 束化ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト にお け る ， 最外の フ ィ ラ メ ン ト でみ ら れる突
出 し た密度． ス ケ ール バ ーは 36 n m. 
2.3.5 六方格子構造の結合角
アクチンフィラメントの束化ア ーキテクチャの詳細を明らかにするために，より詳細な
解析を行なった． アクチンフィラメントは，フィロポディア内において， 六方 格子状に束
ねられる． つまり，中 央のアクチンフィラメントに対して，三方 向の結 合方 向が考えられ
る． しかしながら， 実際には，三方 向のうちに， 二方 向からのみしか結 合されていなかっ
た． さらに， この構造は， 観察したフィロポデ
、
イアの 全長にわたって変化していなかっ
た． より詳細な束化ア ーキテクチャを理解するために， それ ぞ
、
れの位置において，ファシ
ンの結 合 角に注目して， 測定を行なった． この 測定に用いた， 画像 例を， 図 2. 1 0に示す．
F-actin 由来の密度
細胞膜 細胞膜
図 2. 1 0 フ ィ ロ ポデ
、
イ アの長さ 方向断層像． 左図の 点線部を拡大した 画像が， 右
図である． ス ケ ールパ ーは 4 0 n m. 
この 左図は，図 2.7 で示している部分において，9 0 n mの厚さで 投影した 投影像である．
左右に， フィロポディアの細胞膜を確認することができる． この 画像を見ると， 内部に，
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黒で示されているアクチンフィラメント 由来の 密度が観察される． この 断層像には， 30
本のアクチンフィラメントが 含まれている． さらに，このアクチンフィラメントは，非常
に 規則だって 六方 格子状に束ねられている． そして， 右の拡大像を見てみると，アクチン
フィラメントの聞に薄い 密度が観察される． これは， アクチンフィラメントを架橋する
ファシン 由来のものである． ここで， 六方 格子について考えてみると，本来， 六方 格子で
は， 図に示す，（ a)/ ( b)/ ( c） の三方 向で結 合することができるはずである． しかしながら，
( a） の方 向はどの部分でも架橋は確認されず， 架橋が確認されるのは，（ b） と（ c） 方 向のみ
であった． そこで，フィロポデ
、
イア 全長にわたって， この結 合 角 度を 測定した． この， 測
定を行った結果， 得られた 度数分 布を， 図 2 . 1 1に示す．
1 20 
20 
｜ 闘 能。 ｜
1 00 
［固
ニ
一議MM震
46 50 54 58 62 66 70 74 
六方格子 の 結合角 ［
°
］
図 2 . 1 1 ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト が フ ィ ロ ボ ディ ア 中で束ね ら れ る 角度の度数分
布． 結 合を受けていない 角 度（ oo） を基 準としたときに， 結 合をうけ
る 角 度である， 60 °と 1 20 °に対して 測定した結果を示している．
まず， 結 合のない方 向を基 準とするために，（ a） の結 合 角 度を oo とした. ( a） を基 準，
時計回りを 正として，（ b） と（ c） の 平均角 度を 測定した． 結果，（ b） の 角 度は， 60.77 ° (SD: 
3 . 31/SE: 0 . 25） であり，（ c） の 角 度は，1 20 .51 ° ( 59 .45 °) (SD: 2 .89/SE: 0 . 22） であると 得られ
た． そして， これら 二つを 含めて 平均を取ると， その 角 度は， 60.1 ° ( DS:  3.19/SE: 0.17) 
と 求められた．
2.3.6 隣 り 合 うアク チ ン フィ ラ メ ン ト 聞の距離
アクチンフィラメントの 距離聞を 測定し作成した ヒストグラムを図 2.1 2に示す．
アクチンフィラメントの中心間距離は，図 2.1 0（ 右図） における， oo方 向の 平均値は，1 2.2
n m  (SD:0.5 3/SE:0.03） であり， 60 ° 方 向においては， 1 2.2 n m  (SD:0.63/SE:0.03) , 1 20 ° 
方 向においては， 1 2.3 n m  (SD:0.70/SE:0.02） であった． そして， 全方 向の 平均を取ると，
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(A） フィラメントの中心間E巨離 (B） フィラメントの表面間距離
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隣り合うアクチンフィラメントの中心問距離［nm] 隣り合うアクチンフィラメントの表面問距離［nm]
図 2. 1 2 隣 り 合 う ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の距離を測定 し た度数分布． 結 合を持
たない O。 方 向の基 準として， 右回りを 正として， 60 ° , 1 20 ° の 値を そ
れぞれ示す．
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1 2. 3  nm (SD:O. 70/SE:0. 02） であった． つまり， 隣り 合うアクチンフ ィラメントにおいて
は， それらの聞の 距離は，ほとんど 一定であった． また，フ ィラメント聞の 距離解析の結
果は， 図 2. 8 で示した， フ ーリエ変 換によるフ ィラメント 束の解析結果と 一致している．
アクチンフ ィラメントの表面間距離は，。。方 向において平均値は，4. 9 n m  (SD:0. 5 3/SE:0. 0 3) 
であり， 60 °方 向においては，4. 9 n m  (SD:0. 66/SE:0. 04) , 1 20 ° 方 向においては，5. 2 n m  
(SD:0. 9 0/SE:0. 05） で、あった． そして，全方 向の平均は，5. 0 n m  (SD:0.71/SE:0. 02） で、あった．
2.3.7 フ ァ シ ンの結合頻度
次に， アクチンフ ィラメント 一本に注目し， ファシンがどのような 頻度で結 合してい
るのかに注目した． 一本のアクチンフ ィラメントに対して， 注目して結 合位置を 測定し
た図を， 図 2. 1 3に示す． この図において，（ A )- ( C） と，（ D)- (F） は同じ図を示しており，
( A ) - ( C） には注 釈を 併記せずに，（ D) - (F ） においては 測定位置を示す目盛りと 共に示した．
( B） と（ E） においては， 六方 格子の結 合において図 2. 1 0における， 結 合を持たない（ a） の
方 向でのトモグラムである． また，（ A） と（ D） においては， 架橋構造をも っ（ c） の方 向で
あり，（ C） と（F ） においても， 架橋構造をも っ（ b） の方 向でスライスした， 断層像である．
( B） および（ E） においては， フ ィラメント聞において 横方 向の結 合が観察できないことが
わかる． 一方，（ A ) , ( C） ベD), (F） においては， フ ィラメント聞における， 横方 向の架橋
があることが観察できる．
さて， 図 2. 1 3 ( E） において， 中心の長方形で、 固まれた 一本のアクチンフ ィラメントにつ
いて注目してみる． それぞれ結 合を持つ面である，（ D） および（F ） から特定した， 架橋構
造位置を，（ E） へと 投影した． すると， 一 本のアクチンフ ィラメントに注目すると， ファ
5 2 
(AJ -59.5° (B) O。 (Cl 60.8。 (DJ -59.5。 (E) 0° (Fl 60.8。
図 2. 13 一本の ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト に注 目 し て， フ ァ シ ンの結合頻度を計測
し た 図. (A)/(B)/ (C） と（D)I (E) I (F） は それ ぞれ同じ画像を示してお
り，（A)/ (B)/ (C） はトモグラ ムのみを示しており，（D)/(E)/ (F） はトモ
グラ ムを 目 盛りとともに示している． フィラメント方 向の位置は， 横
方 向ですべて揃っている． ス ケ ールパ ーは 72 nm. 
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シンは， 1 2 nm:  24 n mという 頻度でアクチンフィラメントに結 合しているということが
わかった． これは，架橋を持つ 角 度が， 六法格子において，3分の 2であることと対応し
ている． つまり， 一方 向からの架橋周期は，アクチンフィラメントの ハ ーフピッチに対応
する 36 n mであるといえる．
2 .4  考察
神経細胞NG108-15 のフィロボディアを，クライオ 電子顕微鏡 法で三 次 元再構成するこ
とにより，フィロポディアの三 次 元構造を， 一般的な 電子顕微鏡観察で 必要とされる，プ
ラスチック置 換や， 重 金属を用いた 染色を行うことなく取得することができた． 図 2.8 に
示すように，様々な太さのフィロポディアが観察され， それぞれのフィロポ デ
、
イアの中に
はフィラメント構造が存在していることが明確に観察できた．
まず，現在までに明らかにされたフィロポディアの構造と比較する． フィロポ デ
、
イアに
関する， クライオ 電子線トモグラフィを用いた構 造解析研究は， 2007 年に Medalia らに
よって行われた（ Medalia et al . う 2007). Medalia らは， 対象として， Dietνostelium（キイ
ロタマホコリカビ ）を用いた． 彼らが観察した結果では， 本研究で観察したように，フィ
ロポディア中にアクチンフィラメントを観察した． しかしながら， 彼らが明らかにした
アクチンフィラメントは，ファシンにより強固に束ねられておらず， それぞれのアクチン
フィラメントは， フィロポディアに対して並行， もしくは 斜めに 配置されていた． さら
に，非常に 短いフラグメント状のアクチンフィラメントにより形成されていた． 一方， 本
研究で観察した， 神経細胞NG1 08-15 のフィロポディアでは， アクチンフィラメントは，
強固に束ねられ，さらに，ほとんど 途中で 切れることがなく，並行に 配置されていた． こ
の違いは，主には 種の違いが 原因であると考えられる． また，試料作 製による影響や， 撮
影時の 電子線量によるダメ ージが考えられる．
三 次 元再構成したフィロポ デ
、
イア内に 含まれる，フィラメント構造の 本数について注目
してみる． 観察されたフィロポ デ
、
イアの中に 含まれている， フィラメント構造の 本数は，
少ないものでは 1 0 本 強から，多いものは 1 00 本 強まで， 広い 範囲の 本数のフィラメントが
フィロポ デ
、
イア中に 含まれていることが分か つた． これは， Claessens らが提唱する， ア
クチンフィラメントが その束化タンパク質である，ファシンにより束ねられる最 大数が 20
本程度であると 求めた結果と異なっている． また，Mogilne rとR ubinstein は，物理的なシ
ミュレ ーション研究において，フィロポディア内におけるアクチンモ ノマの拡散速度など
から，フィロポ デ
、
イア中において最 適なアクチンフィラメントの 本数は，約 30 本であると
見 積もった（ Mogilne r and R ubinstein ぅ 2005）. これら， 本研究で 求めた，in viv oでの構造
と in vit roにおける， フィロポデ
、
イア内で束ねられるフィラメント構造が異なるのは， 細
胞内と試験 管内とでは， 周囲のタンパク質 密度が異なることが 原因であると考えられる．
細胞内は， 「クラ ウド環境（ Crowded Envi ron ment ）」と呼ばれ，生 体分子 密度が非常に 高
い環境で、ある． さらに， Myosin- Xをはじめとする 種 々の ABPs が周囲に存在し， 互いに
コンタクトすることにより， 束化されたアクチンフィラメントが， in vit ro の状態と比較
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して， 安定化されるために， Claessens らが見 積もったアクチンフィラメントの束化され
る本数よりも，多く存在できるのではない だ
、
ろうか ． 次に，Mogilne rらが見 積もった， 30
本という 値について考えてみる ． すると，図 2.6において，（ A う） ／（ B う） ／（ C う） ／（ D う） ／（ E う） に注
目してみると， 約 30本前後のフィラメントの束がさらに， 集まることにより， より太い
フィロボディアを形成していることがわかる ． つまり，Mogilne rらが 予測した， 30本は，
一つの バンドルとしては最 適数のようである ． しかしながら，細胞 自 身がより太いフィロ
ポディアが 必要となった 時， バンドルがさらに集まることにより実現することは，細胞に
とって， 安定的に太いフィロポディアをつくるための 戦略なのかもしれない ．
次に， 一つのフィロポデ
、
イア内部構造をより詳細に考えてみる ． 図 2.7 に示す 通り，フィ
ロポディア内でフィラメント構造がたばねられている様子が良く観察され，アクチンフィラ
メントのねじれ構造に 由来すると考えられる， 密度の強弱が，フィラメント構造において観
察された ． アクチンフィラメントの詳細な 距離を計測すると，1 2.3 n m  (SD:0.70/SE:0.02) 
であると 得られ， 非常にダイナミックな動きをするフィロポディアにおいて， アクチン
フィラメント聞の 距離は， ほとんど変化することがなく， 硬い構造であることがわかる ．
ダイナミックであり，かつ硬い構造を形成することができる 仕組みについては，後の 章で
言 及したい ．
さて， アクチンフィラメントに対するファシンの結 合 頻度について考えてみる ． 本研
究の結果より， アクチンフィラメント 一本に注目すると， 1 2 n mと 24 n mの 頻度で結 合
していることがわかった ． これは， O。 方 向に対して， 結 合がない場 合を考えると， 60 °お
よび 1 20 ° の 角 度については結 合を持つことに対応する ． つまり， oo の方 向においては，
結 合がなく， 60 ° 方 向に対しては， 36 n mの周期で結 合し， 1 20 ° 方 向に対しても， 36 n m  
周期で結 合することが 原 因であろう ． この， 1 2:24 n mの周期性に関しては， 1995 年に，
Edwards ら がin vit ro の実験で 報 告しており， 本研究の結果と 一致している（ Edwards et 
al ・ ぅ 1995）. しかし， Edwards らが研究を行った際の， 1995 年 頃にはクライオ 電子線トモ
グラフィ 法が実用化されておらず， アクチンフィラメント 一本に対する 議論は行われな
かった ． その後， Y angらが 201 3 年ころに， in vit ro で 再構成した， ファシンによるアク
チンフィラメント束をクライオ 電子顕微鏡で、三 次 元再構成を行ったが，アクチンフィラメ
ントの結 合周期と， 結 合 角 度の関係性については 議論されなかった（ Y a時 et al ・ぅ 201 3).
この，ファシンにより架橋される 角 度と，アクチンフィラメントに対して結 合するファシ
ンの周期性には深い関係があり，これはアクチンフィラメントの束化ジオメトリに起 因す
るのではないかと考えられる ．
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アクチンフ ィ ラメ ン ト のねじれ構造変化と
フ ィ ロポデ
、
イ ア内での配置
3.1 目的
CHAPTER 3 
本 章では，細胞内で束化されたアクチンフィラメントの構造変化を 追う ． アクチンフィ
ラメントは，おおよ そ球状のモ ノマ分子が， 二 重らせんを 巻くように連なることで細胞
内の繊維と して機能している ． また，これらはアクチン結 合タンパク質（actin binding 
proteins; ABPs）が結 合することにより， 制御・機能 していることが知られている ． さら
に， その際にアクチンフィラメントの構造が 変化することが知られている ． フィロポデ
、
イ
アでアクチンフィラメントを束化する役割を 担う，ファシンによってアクチンフィラメン
トが架橋される際にも，構造が変化することが，X線 小角 散乱などにより明らかにされて
きた（ Claessens et al . ヲ 2008）. そこで，本研究においては，細胞内，特にフィロポデ
、
イア
中で束ねら れるアクチンフィラメントのねじれ構造について 議論する．
さらに，フィロポディア中のアクチンフィラメントは，ファシンと呼ばれる束化タンパ
ク質により束ねられている ． このとき，アクチンフィラメントは非常に 規則正しく，並行
に束ねられている ． 一方，アクチンフィラメントは 二 重らせん構造を持っており，特徴的
なアクチンフィラメントの 配列が発生し，これをファシンにより周期的に束ねられている
と 予測できる ． そこで，本 章では，アクチンフィラメントの 配列，特にアクチンフィラメ
ント同 士の位相差に注目し，ファシンの結 合様式を明らかにするための足がかりとした
3.2 方法
3.2.1 アク チ ン フィ ラ メ ン ト のね じれ構造解析
ねじれ構造は，周期的な構造である ． そのため，一般的に構造のねじれや周期性を 議論
する場 合は，フ ーリエ 空間を用いることが多い. Classens らが 求めた，in vit ro における
5 6  
アクチンフィラメントのねじれ構造解析に用いられた， X線 小角 散乱も，フ ーリエ 空間の
情報を用いている． 一方， 電 子顕微鏡 画像は， 実 空間像であるため， 得られた 電 子顕微鏡
像を， フ ーリエ 空間へと変 換することで、解析を 行った．
クライオ 電子線トモグラフィ 法で取得した， 再構成像は 一般的に分解能が 低い． そこ
で， 十分なアクチン 由来の 層線を取得するために，フィロポデ
、
イア中のアクチンフィラメ
ントを 切り出し，これらをすべてフ ーリエ変 換し，平均化することにより 十分な強度を 得
た． その後， 得られた細胞内アクチンフィラメントの，平均ス ペクトル像に対して， 第一
層線と 第 6 層線の位置の位置からねじれ構造を 算出した． さらに，より詳細な 議論を 行う
ために，フ ーリエ 空間のピ ークをロ ーレン ツ関数へとフィットすることで，サ ブピクセル
レベルで 層線のピ ークを同定した． その後，サ プピクセルレベルで、同定した，これら 二つ
の位置を， 式 3.2.1 へと 適用し， ねじれ構造を 算出した．
－
一
一n
＋一
一一山
内／
一hO
一化
－V
一。
訓一
h
×一
一
n
一一
U
2
一
－
一 一一
一
n
・t
r
n 
u t
u 
ι
／司b su ts 工／／ 凹
∞4L a 41u o vi 
( 3.2.1) 
( 3.2.2) 
しかし，パワ ース ペクトル像を平均すると，本来， 個々のアクチンフィラメントのねじ
れ構造にお いて， 少数のねじれ構造情報が，優勢なねじれ構造情報に 埋もれてしまう． そ
こで， 平均化をしていない個々のアクチンフィラメントに対しても， ねじれ特性を 測定
した． フ ーリエ 空間における 弱いピ ークを 克服するために， フィラメントの長さ方 向に
0-179
°
の聞を 1
。
刻みで回転させた 投影像を 180 枚準備し， そのすべてに対してフ ーリエ
空間へと 投影した． この， 180 枚の 投影像の中から，最もアクチンフィラメントのねじれ
構造に起 因する， 繰り返し周期のピ ークが確認できるものを解析に用 いた．
3.2.2 フ ァ シ ン に よ るアク チ ン フィ ラ メ ン ト の架橋と， アク チ ン フィ ラ
メ ン ト 聞の位相差
アクチンフィラメントのシフトを 求めるために， 主として， 二つの解析方 法を用いた．
一つ目は，束化されているアクチンフィラメントのシフト変化である． 三 次 元構造にお
けるアクチンフィラメント束化構造において， その 断層像には，周期的な波構造が観察さ
れた． これは，アクチンフィラメント特有が持つらせん構造による 密度の強弱である． そ
のため，この 密度の強弱のズレを それぞれの位置で 求めることにより，アクチンフィラメ
ント間の位相差を 求めた．
細胞内で束ねられている 15 本のアクチンフィラメント， それぞれに対して， PDBモデ
ルより作成した 高分解能アクチンフィラメント 密度マップをフィットさせることにより，
計算した． 第 3 章で解析に用いた，アクチンフィラメントに対して，図 3.1 のフロ ーチャ ー
トに示す解析プログラムを 適用した． 一本の長いアクチンフィラメントは，アクチンフィ
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ラメントのハ ーフ ピ ッチ強の長さで，端の部分から切り出した． これに対して，PDB デ ー
タ （PDBID :3G37） から，ねじれ特性が －166.65° のアクチンフィラメントを作成し， 比較
した． さらに，これら PDB デ ー タをフィラメント長さ方向に対して， O。 から 179° の問で
回転させたデ ー タライ ブラリを準備した． これら二つの長さ，45 nm の実験デ ー タとモデ
ルデ ー タのアクチンフィラメントを， 太さ方向へと投影し， 二次元像とした． その後， 二
つのデ ー タの相関値を計算した． この相関値計算の作業を，計算対象の領域を 1 px. ずつ，
アクチンフィラメントの長さ方向に移動させながら計算を行な った． この解析により， そ
れぞれの位置にお けるアクチンフィラメントの位相を算出することができる． これは，成
田博士らが 開発した手法を基に， 最適化を行い実現した（Narita and Maeda ぅ 2007).
これらの計算は， Eosや IMOD の コマンド群を用いて，これらをシ ェルスクリ プトによ
り組み合わせることで効率的に処理した．
3.3 結果
3.3.1 フィロポデ
、
イア内で束ね ら れるアク チ ン フィ ラ メ ン ト のね じれ構
造変化
まず， フィロポデ
、
イ ア 中のアクチンフィラメントの 「平均」 ねじれ構造について示す．
フィロポディアの三次元構造より切り出したアクチンフィラメントの平均パ ワ ー ス ペク
トル像を， 図 3.2 に示す．
この像より分かることは， フィロポディア 中で束ねられるアクチンフィラメントねじ
れ構造の傾向である． ま ず， 第一層線として， 1/36 nm-1 の位置に第一層線が観察され
る． これは， アクチンフィラメントのハ ーフ ピ ッチの長さに対応して いる． また， 1/5.9
nm-1 の位置に観察される第六層線は， アクチンフィラメントが反時計回りの一重らせん
構造とみなした時に， 360° 回転した 際の長さ方向の移動距離である． アクチンフィラメ
ントの平均パ ワ ー ス ペクトル像において， 第一層線が， 12.16 px. の位置に， 第六層線が，
75.89 px. の位置に観察された． これより， アクチンフィラメントにお ける， 反時計回り
巻き一重螺旋のアクチンフィラメントにおいて，360° の 中に含まれる，アクチン分子の数
(units/turn） は， 式3.2.1 より， 2.16 分子であることがわ か った． さらに， 式3.2.2 より，
一分子の回転角を計算すると， －166.65° であることがわ かる． つまり，フィロポディアに
おいて，アクチンフィラメントがフ ァシンによ って束ねられているとき，アクチンフィラ
メントの， 分子聞の回転角 （ねじれ特性） は， －166.65° であるとい える．
さらに， 個 々 のアクチンフィラメントねじれ特性解析の結果， 第一層線および第六層
線， そして， これらから算出される，ねじれ特性を表 3.1 に示す． この解析に用いたアク
チンフィラメントは， フィロポディア 中で十分に長い 23 本のアクチンフィラメントに対
して， 切り出して計算した． そして， この表をもとに作成した， ねじれ特性の ヒ スト グ
ラ ムを， 図 3.3に示す． その結果，フィロポディア 中で束ねられるアクチンフィラメント
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切 り 出 し位置を 1 px 
長 さ 方 向 に ず ら す
N O  
開 始
フ ィ 口 ポテ、 ィ ア三次元構造
か ら 切 り 出 し た 一本の
ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト
切 り 出 し位置 ＝ O px.
切 り 出 し 位置 か ら
1 00 px. の長 さ で切 り 出 し
厚み方向へ投影
1 00 px. の長 さ で，
oo～ 1 79° ま で、回転 し た，
F-actin モ デル ラ イ ブラ リ
二つ の投影像か ら
相 関値を計算
終了
図 3. 1 相関値を用いた位相解析の フ ロ ー チ ャ ー ト ． 電子顕微鏡 密度マップより
切り出したアクチンフィラメントは， 端から 1 00 px. （ 回45 n m） で 切
り出した． また，比較するモデ
、
ルデ ータとして， PDBデ ータ（PDBID:
3G37 ）より，長さ 1 00 px.で作成した 密度マッフ
。
に対して比較を 行なっ
た． さらに， この 密度マップを長さ方 向に 軸として， O。から 179 °の聞
に回転させた． これらを，解析対象とするアクチンフィラメント 全長に
対して， 1 px.ずつずらしながら 行なうことにより， 相関 値のデ ータお
よび， 最も相関 値の 高い回転 角 度を取得した．
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図 3.2 フ ィ ロ ポデ
、
イ ア三次元密度マ ッ プ よ り 切 り 出 し て き た， ア ク チ ン フ ィ ラ
メ ン ト 23 本の フ ー リ エ変換像を平均化 し たパ ワ ース ペ ク ト ル像． アク
チン 由来の 層線をはっきりと観察することができる． アクチンフィラメ
ントに特有な，1/ 36 nm 1や 1/5 .9 nm 1の位置にピ ークが見える. 1/1 2 
nm- 1は， アクチンフィラメントに対して周期的に結 合するファシン 由
来のピ ークであると 予想される． また，赤 枠で 固まれた部分において， O
px.と 記した部分を基 準として， 強度のプロファイルを 左下に示す． こ
れにおいても， 第一層線と 第六層線をはっきりと観察できる． 点線の 円
で 固まれた位置は， おおよ そ 1/4 nm- 1を示している．
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は， 1ー 67. 34 °から 1ー 65.7 6。の聞のわずかにねじれ構造に 広がりを持っていた． また， 存在
頻度は， －1 66. 6°周辺が最も 高く， これら個々のアクチンフィラメントのねじれ解析から
求められる平均値は， －1 66. 64 ° (SD:0. 39/SE:0. 09 ） で、あった． これは， 平均化したパワ ー
ス ペクトル像から 求められた， －1 66. 65°と比較して，ほと んど 一致している． この 二 値間
の 差は， 弱いピ ークによるデ ータがを 含んで、いるか， 含んで、いないかの 差や， ロ ーレン ツ
関数フィットする際の 誤差であることが考えられる．
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図 3. 3 個々 の ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト に お け る ね じ れ構造の分布． この分 布にお
いて， 平均値は， －1 66. 64 ° ( 8D:0. 39/SE:0. 09） であった．
3.3.2 アク チ ン フィ ラ メ ン ト 聞の位相差
まず，フィロポディアにおける束化アクチンフィラメントの 断層像から，ファシンによ
り結 合される 隣接するアクチンフィラメントのシフトを 求めた． アクチンフィラメント
は， 基 準を 0 。とした 時に， 60 °と 1 20 ° ( - 60 °） においてファシンにより架橋される． この，
架橋を受けている 角 度に対して， 断層像を作成した． その 断層像で観察された， 二つの 隣
アクチンフィラメント聞を架橋している構造を目視で特定し， 角 度を 測定した． 測定 例を
図 3. 4 に示す．
図 3. 4 を見ると， 縦に 走るアクチンフィラメントに対して， 垂直ではなく， 少し 斜めに
なって 縞構造を観察することができる． さらに， この 縞構造は， 赤い 「 ＞」， 「 ＜」 記号で
示すように， 約 36 n mの周期で結 合していることがわかる． そこで， アクチンフィラメ
ントに対して 垂直な 角 度（紙面 短辺方 向）から， 何度 傾いているかを， 測定し， 作成した
度数分 布を， 図 3. 5に示す．
この結果，平均角度は1 2. 4 6
°
(SD:3. 61/SE:0. 25）であると 求められた． それぞれの結 合方
向によるトモグラムの違いを見てみると，60 °方 向では，平均角度が1 2. 1 5° (SD:3. 32/SE:0. 33) , 
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表 3. 1
番号
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
1 1  
1 2  
13 
14 
15  
16 
17  
18  
19 
20 
2 1  
22  
23 
フ ィ ロ ポデ
、
イ ア三次元密度マ ッ プよ り 切 り 出 し て き た， ア ク チ ン フ ィ ラ
メ ン ト の フ ー リ エ変換層線解析結果． 第一層線 と 第六層線の 中心か ら の
経度方向の距離を ロ ー レ ン ツ 関数を フ ィ ッ ト し た 際の標準偏差 と と も に
示 し て い る ． そ し て ， こ れ ら ， 二つ の距離の比か ら 算出 さ れる ， ア ク チ
ン フ ィ ラ メ ン ト に お い て ， 360° し た 際に含 ま れる ア ク チ ン モ ノ マ の個数
お よ び， 一分子移動 し た 際の 回転角 を 示 し て い る ． こ の 時， 時計回 り を
正の値 と す る ．
1st [px. ] 5th [px. ] units/turn ［個／。 ］ ro侃tation/s u由bun阻凶i比t ［「。 ／ 個倒］ 
12 .33 士 0 . 1 7 76 . 25 士 0 . 1 5 2 . 162 166 .53 
12 . 36 士 0 .37 75.80 士 0 . 1 1 2 . 163 166 .43 
12 . 12 土 0 . 1 1 75 .92 土 0 . 5 1 2 . 160 166 . 70 
12 . 19 土 0 .81 76 .35 土 0 .39 2 . 160 166 .69 
12 . 35 土 0 . 1 5 75 . 57 土 0 . 24 2 . 163 166 .40 
12 . 16 士 0 . 10 76 .03 士 0 . 1 7 2 . 160 166 .67 
ピ ー ク が弱 い た め測定不可
12 . 18 土 0 . 1 7 73 .82 土 0 . 16 2 . 165 166 .29 
1 2 . 1 7 土 0 . 16 75 . 9 1 土 0 .35 2 . 160 166 .64 
12 . 02 土 0 .46 75 . 76 土 0 .04 2 . 159 166 . 77 
12 . 3 1 士 0 .05 75 .88 士 0 .27 2 . 162 166 .50 
12 . 10 士 0 . 24 76 .42 士 0 .04 2 . 158 166 .80 
1 1 .88 土 0 . 1 1 76 . 23 土 0 .05 2 . 156 166 .99 
12 . 65 土 0 .41 75 . 52 土 0 .27 2 . 168 166 .09 
1 1 .66 土 0 . 1 7 75 . 93 土 0 .80 2 . 153 167 . 1 7  
12 . 16 土 0 . 23 72 .93 士 0 . 18 2 . 167 166 . 1 5  
12 . 12 士 0 . 1 2 80 . 13 士 0 .45 2 . 15 1  167 .34 
1 1 .84 土 0 .25 75 .67 土 0 . 19 2 . 156 166 .94 
ピ ー ク が弱 い た め測定不可
13.06 士 0 . 28 76 .00 士 0 . 56 2 . 1 72 165 . 76 
ピ ー ク が弱 い た め測定不可
12 .2 土 0 . 19 75 . 57 土 0 .03 2 . 161  166 .56 
12 . 3 1 土 0 . 19 81 .07 土 0 .25 2 . 152 167 .30 
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1 2 .5 ° 
図 3. 4 ア ク チ ンの結合角 を測定す る 際に用 いた画像例． ス ケ ールパ ーは 36 n m  
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｜ 届 ？お。 ｜
40 
恩］
新民震
1 0  
隣 り 合 う ア ク チ ン フ ィ ラメ ン 卜 の角 度 ［
°
］
図 3. 5 隣 り 合 う 架橋 さ れた ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の結合角測定結果の度数分
布． ファシンにより結 合されることにより生じた，波状のパタ ーンを基
に 測定した． それぞれ結 合を持つ方 向（60 °/1 20 °） において，
63 
1 20 °方 向では，1 2.77 ° (SD:3. 8 6/SE:0. 38 ）であり，ほと んど同じで、あった． このグラフを
見ると， 単 峰の分 布を示していることがわかる． ここで，この波状の模様から， 結 合する
アクチンフィラメントのズレを 求める． この 模様は，ファシンの架橋構造および，アクチ
ンフィラメントの特徴的な 密度に 由来していると考えられる． そのため， 斜めの模様が現
れるということは，架橋されるアクチンフィラメント同 士は，わずかな位相のズレをもっ
て結 合されているということである． さて， アクチンフィラメント聞の 距離は， 1 2. 3 n m  
であった． つまり， 波状模様の 角 度である， 1 2.77 °を 使って，
1 2. 3  n m × tan (l2. 77 °） 回 2.7 3n m ( 3. 3. 1) 
と表わせる． つまり， 隣り 合うアクチンフィラメントの位相差は， 2.7 3 n mであると 求め
られた．
次に， 断片化 した， アクチンフィラ メント と PDBデ ータか ら 作成 したモデルデ ータを
用いた相関 値解析の結果を， 図 3. 6に示す． まず， アクチンフィラメント 全領域に関して
解析を行なった． 隣り 合う三本のアクチンフィラメントに関して示した図が， 図 3. 6 ( A)
である． こ のグラフに注目すると， 斜めに周期的な分 布を観察することができる． これ
は，アクチンフィラメントのらせ ん構造に起 因するものであり，アクチンフィラメントの
ハ ーフピッチである 36 n mの周期と 一致している． しかしながら， この状態では ノイズ
が 大きく， 一 巻きのらせ ん（ 回36 n mの長さ ）に対して，最 小二 乗法を用いてフィッティ
ングを行うと， 特に， O。や 180 ° 付近 のデ ータの ノイズに引っ張られ， 正しくフィッティ
ングが出来ない． そこで， これらのデ ータを， O。や 180 °の繰り返しではなく， 連 続する
回転 角 度へと 展開を 行いアクチンフィラメント 全長のデ ータとして取り 扱った． その後，
個々のフィラメントに対して，最 小二乗法によりフィッティングを行うことで， 傾き（ね
じれ特性 ） および 切片（シフト ） を 算出した． 結果， 傾き（ ＝a） の平均値を 求めたとこ
ろ， a =4. 91 (SD:0. 039/SE:0. 010 )  ［。 ／n m］と 求められ，これは， －1 66. 6°/ subunit に対応し，
フ ーリエ変 換を用いた 第 3 章の解析結果に対 応 している． その後， 再び， a =4. 91 を 固定
とし， 切 片のみを最 小二 乗法によりフィッティングした． これにより 得られた， 15 本の
アクチンフィラメントに対する関数を， 図 3. 6 ( B） に示した． マ ゼンタで示す直線を基 準
のフィラメントとして考えて， z 切片に注目してみると， 問2.7 n mまたは その 倍数に周期
的なピ ークを観察することができる．
3.3.3 三次元バ ン ドルと し ての位相差
次に， 求めた位相変化量を基に，三 次 元バンドルにおいて， 各アクチンフィラメントの
位相関係を 追った． 図 3.7 に， 束化されたアクチンフィラメントの位相関係を同定するた
めの模式図を示す．
図 3.7 の（ A） におけるアクチンフィラメントおよび結 合性を表した模式図を，（ B） に示
す． ここでは，（ B） においてシアンで示すフィラメントを基 準として考え， そのフィラメ
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マ ゼンタのアクチア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の位相解析を行な っ た結果．図 3.6
デ ータに対して回帰させた直線をプンフィラメントを基 準位置として，
おおよ そ 2.7 nmの位置や その 倍数の位置に z
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その結果，
切片が位置している．
ロットした．
(A) 
図 3.7 束化さ れた ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の模式図．
ントから， 各アクチンフィラメント聞の位相差を決定した． それぞれの断層像より， 最終
的に決定した位相差を模式的に示した 図を， 図 3.8 に示す．
。ぬこ；�＇：φβ：＠，＠ (B) 
(A) (A） は， 矢印の方向か ら観察 し た，g問一 仇
図 3.8 束化さ れた ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の断層像 と ジオメ ト リ 決定法． ス ケ ー
ルバ ーは 36 nm 
まず， 位相のズレを同定するた めに， 三次元としてパッキン グされるアクチンフィラメ
ントを， 結合を持つ方向で断層像を作成した． 図 3.8 (A） に， 作成した断層像の例と， （B)
に 断層像を作成した位置を示している． この， 断層像において， 架橋構造の傾き方向か
ら， ず、れている方向を決定した． この時にズレ量は， 既に，この傾きを用いた解析により
明らかにされており， 2.73 nm である． ここでは， 便宜的に 2.73 nm を l ユ ニ ットとして
取り扱った． この方法により，すべての平面方向のバンドルに対する断層像を作成し，特
定した位相差を 図 3.8(B） に記した． この時， シアンで示したフィラメントを基準の位相
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として， このフィラメントからのズレ量を示した．
この図を見ると， 結合を持つ方向に対しては， かならず， 「1 ユ ニ ット （2.73 nm） 」 の
ズレがあることがわ かる． これは， 架橋を持つ方向であれ ば ど ちらも同じであることがわ
かる． 一方で， 結合を持たない方向に注 目すると， そのズレは 「1 ユ ニ ット」 ではないこ
とがわ かり， 架橋を持たない時は， ズレを持たない場合，もしくは， ズレが 「2 ユ ニ ット」
以上の時であることがわ かる．
3.4 考察
アクチンフィラメントは， アクチンフィラメント 自 体や（Galkin et al. ,  2010）， ねじれ
構造が多様な構造を持つことが知られている. in vitro のアクチンフィラメントは， 100
の ゆら ぎを持つ（Egelman et al ・ぅ 1982）. また， ABPs がアクチンフィラメントに結合する
ことにより， ねじれ構造は変化する． 例 え ば， コフィリ ンと呼ばれるアクチンフィラメン
トを切断するタンパク質がアクチンフィラメントに結合すると，ねじれ構造がきつくなる
ことが知られている． また， アクチンフィラメントに結合し， タンパク質の輸送をする，
モー ター タンパク質の一種が結合しても，アクチンフィラメントの構造が変化することが
知られている． そこで，フィロポディア 中にお けるアクチンフィラメントのねじれに構造
に注 目したとこ ろ， アクチンフィラメントのねじれ特性は， －166 .64° (SD:0 .39/SE:0 .09) 
であると得られた. in vitro にお ける再構成系のアクチンフィラメント束と比較すると，
Claessens らによる， X 線小角散乱による手法による測定結果は， －167.1° のアクチンフィ
ラメントで、あ った． この， in vivo の構造および in vitro の構造特性を比較すると， in vivo 
で解明したアクチ ンフィラメントの方が， in vitro で再構成したアクチンフィラメントの
ねじれ構造と比較して，アクチンフィラメントを一重らせんとみなした時， ゆるく， 二重
らせんとみなした時に， よりきっくねじれていることが分かつた. in vitro 環境下のねじ
れ特性と， in vivo 環境下でのねじれ特性が異なる理由としては， 2 つ考 えられる． 一つ
目は，フィロボディア 内にお けるタ ンパク質密度である． 細胞内は，様々なタンパク質が
含まれており， in vitro 環境よりもはるかに濃度が高い状態である． この高タンパク質濃
度環境が，アクチンフィラメントのねじれ構造に影響を与えていると考える． もう一つの
理由としては，フィロボディアが受 ける，もしくは発生する力に依るものであ ろう． フィ
ロポデ
、
イ アは， その機能のた めに， 力を受 けたり， 与 えたりする. Galkin らが示すよう
に， 張力を与えた状態にお けるアクチンフィラメントでは， 本研究で求めたねじれ構造で
ある，－166.6° と同じ構造をとる． このことから，フィロポデ
、
イ ア 内のアクチンフィラメン
トにおいても， 細胞外からの ち からもしくは， 細胞内にお ける細胞質の流動な どにより，
アクチンフィラメントが力を受 け， このねじれ構造を取るのではない かと考えられる．
次に，隣り合うアクチンフィラメント聞の位相差について議論する． まず， 二次元のト
モグラ ムより解析した， 図 3.6 を見ると， 単峰であることがわ かる． し かしながら，アク
チンフィラメントで作成される二次元のシ ートでは， 二種類の角度が現れることが知ら
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れており， このことと異なる（Su kow and DeR osie r ヲ 2003）. これは， アクチンフィラメン
トが三 次 元により 束ねられるため， 自由 度が 下がることが理 由であると考えられる． そ
して， 二つの異なる解析から， フィロポデ
、
イア中で 束ねられるアクチンフィラメントは，
結 合する方 向に対しては， 2.7 3 n mのズレを持ち結 合されているということが分か つた．
また，結 合が作られない方 向の架橋に関しては， シフトがない，もしくはシフト量が 2.7 3
n m以上ある場 合であった． このことは， 六方 格子のアクチンフィラメント 束の中におい
て， 三つの方 向のうち， 二つの方 向のみしか結 合を持たないことをよく 説明している． で
は， 2.7 3 n mのズレは， どのような 意味があるのだろうか． これは， ファシンが 三本のア
クチンフィラメントを架橋するために， 2.7 3 n mの位相差が 必要であることを示している．
さて，な ぜこのようなずれが生まれるのだろうか． その理 由として，ファシンがアクチン
フィラメントに結 合することにより，アクチンフィラメントの構造変化が誘導されるので
あろう． そして， －1 66. 6°の構造へと 収束することにより， アクチンフィラメントがファ
シンにより束ねられやすくなる． そして， 2.7 3 n mのズレが発生した際に， アクチンフィ
ラメントはファシンにより架橋される．
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CHAPTER 4 
アクチンフ ィ ラメ ン ト架橋構造へのフ ィ ッ ティ ング
4. 1 目 的
本 章では，サ ブトモグラムア ベレ ー ジ
、
ング 技術を用いて，フィロポディア中で実際にア
クチンフィラメントがファシンにより架橋される構造 を明らかにすることで， その分子メ
カニズム を明らかにすること を目的とする．
4.2  手法
アクチンフィラメントとファシンの架橋メカニズム を明らかにするために， 得られ
た 電子顕微鏡密度マップに対して， PDBデ ータより作成した， アクチンフィラメント
(PDB1D:3G37 ）および，ファシン（PDB1D:3P53） をフィットすることにより 求めた． し
かしながら，クライオ 電子線トモグラフィ 法で 再構成した 電子顕微鏡像は， 8/N比が 低く
十分な分解能 を 得ることができない． そこれで，本 章では，三 次 元再構成像から注目した
い構造 を複数 切り出し， 計算機により 平均処理 を行うことで， 8/N比を改 善した．
まず，三 次 元密度マップよりファシンによるアクチンフィラメントの架橋構造 を， 一 辺が
1 28 px.（ 田57 n m） の ボクセルとして 切り出した． それぞれ架橋面が， 手前に 向くようにす
るために， 60 °または 1 20 °にフィラメントの長さ方 向に回転させた像より， EMAN2 (T ang
et al . ぅ 2007b） と呼ばれる 電子顕微鏡用ソフト ウ ェアパッ ケ ージに 含まれる， boxe r を用い
て 切り出し を行った． その後， 切り出してきた構造の中から， 最も 8/N比が 高いものに
対して， 傾きおよび 肌 払 zの 全方 向に対する移動 を， 相関 値法により 補正した． その後，
すべての構造 を 一度， 平均化した後に， 一回目の 平均像 を 参照像として，この 平均像に対
して，もう 一度，フィッティング作 業 を行った． その後， これ を三 次 元構造としてフ イ ツ
ティングに用いた．
フィッティングには， UCSF Chi me ra ( Pette rsen et al ・ ぅ 2004） による 剛 体フィッティン
グ（ rigid body fitting） 法 を用いた．
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4.3 結果
実際に， 平均処理に用いた 画像 群の 一部と， 平均後の 画像の 三次 元投影像を図 4 .1 に示
す . 217 個のデ ータをアライメント， 平均化を 行うことにより， 8/N比を 劇的に 向上させ
ることが出来た．
ア ク チ ン の架橋信造を 2 1 7 粒子， 三次元的 lこ切 り 出 し
三次元空間 でア ラ イ メ ン ト
（位置 ・ 傾 き ） し た後 に 、
すべて の デー タ を 平均
．．．．．． 
2 1 7 粒子の平均像
図 4 .1 ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の架橋構造を平均 し た 時の， 平均前像の一部 と 平
均後の比較． 実際に平均に用いた 217 粒子のうち， 一部を 三次 元像へと
投影して， 左に示している． 実際には，三 次 元密度マップとして取り 扱
い， 三 次 元空間でのアライメントを 行なった後に， 平均化を 行なった．
この平均像の 二次 元投影像を 右に示す． ス ケ ール バ ーは 36 n m  
次に，アクチンフィラメントをファシンが架橋するメカニズムを解明するために，この
平均デ ータに対して，PDBより作成したアクチンフィラメント（PDBID:3G37 ( Mu raka mi 
et al ., 201 0） ） とファシン（PDBID:3P5 3 (J ansen et al ・ ぅ 2011） ） をフィッティングした．
しかしながら，クライオ 電子線トモグラフィを用いた，サ ブトモグラムア ベレ ージング 技
術は，平均に用いる 粒子数や試料のゆら ぎにも 依存するが，アミ ノ酸レベルで位置 決定す
ることが 難しい． そこで， ここでは， Y angらにより 決定されたファシンが持つ， アクチ
ンフィラメント架橋に関与する残基情報（ Y ang et al ・ ぅ 201 3） や， 第 3.3.2項で 決定した，ア
クチンフィラメントのシフト量情報をもちいてフィッティングを 行なった． しかし，ファ
シンは 完全ではないものの， 対象的な かトレフ オイル型の構造を持つため， 一つの 初期
構造からスタ ートした場 合には， 局所最 小点に 陥る可能性がある． そのため，可能性の 高
い 4つの 初期状態から，フィッティングすることにより 得られた相関 値や， 密度に対する
親和性を考 慮して 決定した． この比較図を， 図 4 .2に示す．
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本研究で採用 したモデル
F29/S39 
勾 1 80。回転
ー�.J 
K358 
(A） 相 関値 ： 0.9803 (B） 相関値 ・ 0.9798
3090 原子中 3834 原子が EM 密度マ ッ プ内 に存在
1ー す
2969 原子中 3834 原子が EM 密度マ ッ プ内 に存在
- 1 so·回転 す
ー 1 80。回転
(C） 相 関値 ： 0.9779 (D） 相 関値 ： 0.9795
308 1 原子中 3834 原子が EM 密度マ ッ プ内 に存在 3093 原子中 3834 原子が EM 密度マ ッ プ内 に存在
図 4.2 フ ァ シ ン を異な る 四方向を初期位置 と し て， rigid-body fitting し た比
較像．
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図 4. 2において，（ A） を基 準とした 時に，（ B） は，ファシンをアクチンフィラメントの架
橋方 向に対して，180 °回転させたものである． また，（ C） は， ファシンをアクチンフィラ
メントの長さ方 向に， 180 °回転させたものを 初期位置として 計算させた結果である． そ
して，（ D） は， ファシンを 、 アクチンフィラメントの架橋方 向および長さ方 向の 双方にお
いて，180 °回転させたものを 初期位置として計算した結果である． この 時，（ A） の相関 値
が， 0. 9803として 得られ， 他の（ B)/ ( C)/ ( D） が それぞれ示す， 0. 9798/ 0. 9779/ 0. 9795 より
も 高かった． さて， 次に， これらをフィッティングした際のトップビュ ーに注目してみ
る． 図 4. 2の それぞれにおいて， 上から観察した図を， 図 4. 3に示す． ここにおいて， ア
クチンフィラメントのモデル 密度は 省略した．
(A) (B) 
(C) (D) 
図 4. 3 図 4. 2 に お け る 各画像の ト ッ プビ ュ ー ． それぞれのアルファ ベットは，
それぞれ図 4. 2の 画像と対応している．
すると，相関 値の 高い上位 二つのモデルで、ある，（ A） および（ D） においては，よくフィッ
トできている様子を確認できるが，（ B） と（ C） のモデルに関しては， 矢印で示す位置で，
電子 密度から突出している部分がある． つまり，（ A ) - ( D) , 4つのモデルにおいて，（ B） お
よび（ C） は， 相関 値および， フィッティングの結果のどちらも， 不適であることを示して
いる． 次に，（ A） および（ D） の ふたつについてより詳しく観察してみる． そのために，図
4. 2において， 赤 矢印で示している 方 向から観察した， 結 合 領域に注目した図を図 4. 4 お
よび図 4. 5 に示す．
図 4. 2における赤 矢印が，図 4. 4 における赤 矢印に対応している. ( A） 1ー および（ D） 1ー に
おいては，R 149/ K150/R 151 ぅ K 247, K 250の 領域に注目して示している． まず，（ A )-1 に
注目してみると，ファシンがアクチンフィラメントと 近 く 配置されており，相互作用でき
る 領域にあることが観察される． 一方で，（ D) -1 について注目してみると， 電子顕微鏡 画
像より 得られた 電子 密度に 一部， 埋まっていない 領域がみられ，また赤色で示す， 結 合に
関与する残基と，アクチンフィラメントの聞に 空間が出来ており，（ A )-1 と比較した 時に，
遠いことがわかった． つまり， この 領域においては，（ A） のモデルの方が，（ D） のモデル
よりも 適しているといえる．
7 2  
(A)-1  (D)-1  
図 4 .4 結合モデ
、
ル （A） お よ び （D） の結合領域において， R149/K150/R1 5 1 ,
K247, K250 の結合領域に注 目 し た 図． 図 4 .2において，赤 矢印で示す
観察方 向および， 領域が， この図における赤 矢印に対応している．
次に，F 29 う S39 の 領域に注目した図を， 図 4 .5 に示す． この像においても， 赤 矢印は，
図 4 .2の赤 矢印に対応している．
(A)-2 (D)-2 
図 4 .5 結合モデル （A） お よ び （D） の結合領域において， F29, S39 の結合領域
に注 目 し た 図． 図 4 .2において，赤 矢印で示す観察方 向および， 領域が，
この図における赤 矢印に対応している．
F 29 ,  S39 の 領域に注目してみると，（ A ) -2および（ D) -2のどちらにおいても， 作用残基
がアクチンフィラメントと 近 い位置に 配置されていることがわかる． 以上， 二つの結 合サ
イトに関して， 注目して観察した結果，（ A） のモデルが最も 適していると結 論づけた． そ
して， 最 終的に 採用したモデルを図 4 .6に示す．
Y angらのミュ ーテ ーシ ヨン 実験と遠心分 離分析によると，ファシンは 主に三つのアクチン
フィラメント架橋に関するサイトを持っている . 80%以上，束化能を 低 下させるミュ ーテシ
ヨンとして，K 22A , E27 A うF 29 A ,R 149 A/ K150A/R151 A ,  K 247 A/ K 250A , K 358 A が明らか
にされている． つまり，K 22 ぅE27,F 29 が集まるアクチン結 合サイト l と，R 149/ K150/R 151 う
K 247/ K 250から構成されるアクチン結 合サイト 2， そして， K 358 が主な結 合能に影響を
与えるアクチン結 合サイト3の三つが存在することになる． ファシンが三つのアクチン
7 3  
フィラメント結 合サイトを持つとすると， 一方のアクチンフィラメントに対しては， 二つ
の結 合 領域をもちいて， 一方のアクチンフィラメントには， 一つの結 合 領域をもちいて結
合することとなる． これを考 慮して見てみると， それぞれの残基はアクチンフィラメント
に対してコンタクトできる位置にあることがわかる．
90° 
合
図 4. 6 サブ ト モ グ ラ ム アベ レ ー ジ ン グを も ち い て平均化を行な っ た密度マ ッ プ
に対し て， PDB よ り 算出 し たモデルを フ ィ ッ ト さ せた図． この図にお
いて，メッシュ表示で示しているものが， 今回ア ベレ ージングの結果 得
られた 密度マップ. ( A） の図を， ファシンの架橋方 向に対して goo回転
させた図が（ B） である．
図 4. 6 ( A） の架橋 領域より上半分は， 密度マップに対して 二 本のアクチンフィラメント
がよくあっている様子がわかる． しかしながら，ファシンより下の 領域においては， 密度
マッフ
。
が 消失している． 密度マップの 闘値を 調節することで， この部分の 密度が 上昇し，
密度として現れてくることから，デ ータ自体が 消失しているのではなく，ファシンより上
部のアクチンフィラメントより，下部のアクチンフィラメントのほうが， 密度が 小さく出
ていることを 意味する． 次に， 図 4. 6 ( A） を， ファシンの架橋方 向に対して， goo回転させ
た， 図 4. 6 ( B） について注目してみる． 上方 向から観察した図においても， よく 電子 密度
がフィッティングできている． しかしながら， 矢印で示す 領域に， PDBモデルが 埋まっ
ていない部分がある．
次に， それぞれのアクチンフィラメントに対する結 合 領域の詳細について 議論する．
ファシンは，三つのアクチンフィラメント結 合サイトを持つため， 一方のアクチンフィラ
メントに対しては， 二つの 領域で，もう 一方のアクチンフィラメントに対しては， 一つの
領域で結 合することになる． そこで， 本研究では， ファシンが 三つの 領域をもちいて結
合する方 向を “DBS; Double Binding Side 九 そして， 一つの 領域のみで結 合する側面を，
"SBS; Sindle Binding Side ， ，と呼ぶこととした．
まず， 二つの結 合 領域を用いて結 合をつくる， DBSに注目してみる. DBSについて，注
目して表示した像を 4.7 に示す. DBSでは， 主に 二つの 領域を用いて結 合をつくる． 一つ
目の 領域に関しては， 主にF 29 う S39 が重要な役割をしていることがミュ
ーテ ーションの
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実験より 明らかにされている． 一方で， もう一つの結合サイ トにおいては， K247, K250, 
R149/K150/R151 を欠損させると， 束化能に重大な 欠損を示すことが知られている． 次
に，アクチンフィラメント側のフィラメント作用部位に注 目してみる． これは，フ ァシン
の どの領域も， アクチンフィラメントの第一サ ブドメイ ンと作用していることがわ かる．
F29, 839 で構成される結合 サ イ トは，（n+2） 番 目のアクチンフィラメントの第一サ ブド
メイ ンの， B 端側と作用することがわ かる． 一方で， R149/K150/R151 がメイ ンに構成さ
れるサ イ トでは， n 番 目のアクチンフィラメントの第一サ ブドメイ ンの， P 端側表面と作
用することがわ かる． これら， ど ちらの領域についても，アクチンフィラメントは， 赤で
示される負のチ ャ ー ジを持つクラス タ領域があり，この領域と作用していることが示唆さ
れる．
Double Binding Side 
(n+2)'h actin monomer 
1 80° - charged 
nth actin mono問、er
図 4.7 Double Binding Side 結合部位の詳細像. DBS 部分に注 目して表示
し， 作用領域が見えるように， 距離をあ げ表示させた． アクチンフィラ
メントの P 端は上方向に向いている． 一方， B 端は，下方向を向いてい
る．
次に， 一つの領域で結合をつくる， SBSについて注 目してみる. SBSに注 目して表示し
た像を図 4.8 に示す. SBS において， 特に重要と言われている残基は， K358 である． ア
クチンフィラメント側に対して， 作用する領域を考 えてみると， アクチンフィラメント
のサ ブドメイ ン 1 にお ける， P 端側面であ ろう． アクチンフィラメントのこの領域には，
E99/E100 が存在し， これは， アクチン結合タンパク質 （ABPs; Actin Binding Proteins) 
が結合する残基として有名である． 特に，モー タタンパク質の一種である ミオシンも，こ
の領域に結合する（Johara et al., 1993; Miller and Reisler, 1995). 
4.4 考察
本研究において， クラ イ オ電子線トモグラフィ法で取得した三次元再構成像に対して，
共通する構造を切り出し ・ 位置合わせ ・ 平均化をおこなう， サ ブトモグラ ムアベレー ジン
グ技術（Walz et al., 1997） を用いることで，フィロポディアの 内部でアクチンフィラメン
トが， 架橋タンパク質であるフ ァシンにより架橋されている姿を直接可視化することがで
きた．
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Single Binding Side 
1 80。
図4.8 Single Binding Side 結合部位の詳細像. SBS 部分に 注 目して表示し，
相互作用 領域が見えるよ うに， 距離をあ げ表 示した． アクチンフィラメ
ントの P 端は 上方向に 向いている． 一方，B 端は， 下方向を 向いている．
この 結合モデルについて，より 深く 考えてみる． すると， 注 目す べ き 点は，ファシンが
結合をつくる 非対 称性であ ろ う． ファシンは，DBSとSBS， 二 種類の 結合 サイドを用い
て，アクチンフィラメントを 架橋するであ ろ うことがわか った． そこで，DBSに 注 目し
て 考えてみる . DBSではアクチンフィラメントの 架橋に，用いられる サイトが 二つ存在
する． さらに， 結合に重 要であると示唆されて きた 残基が 多数存在する． つまり，DBS
では，強 固な 結合が 作られているのではないかと，示唆される． これは，ファシンに束ね
られたアクチンフィラメントが持つ 性質，さらには，フィロポディアが持つ，リジッドな
性質に 影響を 与えているのではないかと 推察される．
さて， 次に，SBSについて 考えてみる . SBSでは， 少ない 残基が，アクチンフィラメン
トの束化 能に 影響を 与える． つまり， 狭い 領域で，アクチンフィラメントをアンカするか
のよ うに， 結合しているとい うことがわかる． これは，アクチンフィラメント 架橋作用に
おいて， ヒンジのよ うな役割をにない， そして，フィロポデ
、
イアのも う 一つの 特 性である，
「フレ キシ ブル」とい う 性質を 生み 出しているのではないかといえる． また， Claessensら
が提唱したよ うに，ジオメトリの問題により，ファシンによるアクチンフィラメント束化
サイズの 最大は， 20～30 本であ ろ う． ファシンは，この中で，SBSを用いて，ねじれによ
る ひずみを 吸収しているのではないか． さらに，ファシンは，フィロボディアにおいて，
非常に ダイナミックな 動 きをすることが知られており， その off-rateは， 0.12 s 1である
( Aratyn et al., 2007） . この ダイナミックさにも，SBDが っくり だす， 柔らかい 結合は重
要なのではない だ ろ うか．
しかしながら，現 在の 分解 能では，アミノ 酸残基レ ベルでの 相互作用を明らかにするこ
とはで きていない． これは，ファシンが 非常に ダイナミックな構造をと っているからで
ある． ファシンは，フィロポディアの中でも， 非常に 早いタ ーン オ ーバレ ートを持つこと
が知られている． つまり，アクチンフィラメントへの 結合 ・ 草離が 非常に 早い． これは，
電子顕微鏡で観察する際に，ゆら ぎとして 捉えられ， 分解 能を 低下させる 原因とな ってい
る． これらの問題をクリアし， 分解 能を 向 上させるためには，三次元でのクラスタリング
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技術が必要であ ろう． 各状態にあるフ ァシンの構造を分類分 けすることにより， 詳しい構
造を見ることができると考える． これにより，分解能の向上が見込める． または，in vitro 
再構成系において， 束化アクチンフィラメントを形成させ，これを， 超音波や，アクチン
フィラメント切断タンパク質により， 架橋領域のみの部分を形成することができれ ば， 高
分解能情報の取得ができ， より詳細の構造を議論することができる だ ろう．
最後に，フィロボディア 内でアクチンフィラメント束が どのように， 成長し，フィロポ
ディアが太くな っていくの だ ろうか． その，成長メカ ニ ズ ムに迫る． ここで， 注 目したも
のが， 図 2.9 である． 図 2.9 では， 外郭のアクチンフィラメントに対して， 36 nm の周期
性を持って突出した密度が観察された． これは，束化アクチンフィラメントの最外周のア
クチンフィラメントに対して， 周期的に結合したフ ァシンではない かと考 えた． ここで，
疑問となるのが， 周辺のアクチンフィラメントの場合，フ ァシンが結合できる領域の 自 由
度は， 非常に広いはずである． し かしながら， この突出した密度は， 同36 nm の周期でし
か観察されなか った． これは，アクチンフィラメントの共同性に依るものであ ろうと考え
た． アクチンフィラメントは， ABPs が結合することにより， 協同的な構造変化を起こす
ことが，これまでの研究により示されてきた（Ngo et al. ぅ 2015）. つまり，この協同的な構
造変化が， 最外郭のアクチンフィラメントに対して， 周期的な結合を促すのであ ろう．
最終的に，提唱するフィロポディア 内でのアクチンフィラメント束が太く成長していく
モデル図を， 図 4.9 に示す．
・ －－ － － － － － － － － － － － － － －－
図 4.9 フ ィ ロ ポデ
、
イ ア 内のア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト 束がフ ィ ロ ポデ
、
イ ア 内で太 く
な る 成長モデル．
図 4.9 (A） にお ける， 赤点線で 固まれた部分を拡大し， DBS と SBS を 区別して描画した
図が（B） である． ここでは， 薄く示している 「＋3」 のアクチンフィラメントが新たにつ
く様子を示している．
まず， Stepl として，フィロポディア 内でフ ァシンにより束ねられているアクチンフィ
ラメント束に， アクチンフィラメントの共同性により， 36 nm 周期でフ ァ シンが結合す
る． その後， Step2 として， ベ ー スとなるアクチンフィラメントに周期的に結合したフ ァ
シンに対して， 短いアクチンフィラメントがリクル ートされてくる． その後， Step3とし
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て，もう 一方の基 底となるアクチンフィラメントとの聞を 埋めるように，ファシンが 入る
ことで バンドルが太くなり， 最 終的に，Ste p4 として結 合したアクチンフィラメントが 伸
長することにより， 太い バンドルが形成されるのではないだろうか．
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総括
結論
本研究では，クライオ 電子線トモグラフィ 法，コン ビュ ータを用いた， 3 次 元画像 処理
技術により， 液 体エタンにより 急速凍結した神経細胞のフィロポディア内部 構造を 得た．
この構造を基に，フィロポディア内でアクチンフィラメントが，アクチンフィラメント架
橋タンパク 質であるファシンにより， 束化されるア ーキテクチャを解明した． フィロボ
ディア内の，アクチンフィラメントはファシンにより 六方 格子状に 束ねられており，アク
チンフィラメントの ハ ーフピッチである 36 n m周期で架橋していた． 束ねられているア
クチンフィラメントの本数は， 幅があり， 十数本のものから 百本以上が 束ねられている，
アクチンフィラメント 束を観察した． ここで， 興味深い 点は， 今までなされていた研究で
は， フィロポデ
、
イア内で， アクチンフィラメントが 束ねられる本数の最 適な数は， 20-30
本と言われていた 点である． 実際には， 百本以上が 束ねられているフィロポデ
、
イアも観
察できた． この 時， フィロポディア内のアクチンフィラメントは， 30本程度の 小さな 束
が， 3つ，4 っと集まることで，太い 束を形成していた． 次に， アクチ ンフィラメントが，
フィロポディア中で 束ねられる構造に着目してみる アクチンフィラメントがファシンに
より 束ねられるとき， 六方 格子が持つ3つの対 角線方 向のうち， 二方 向にのみ架橋構造を
持つことを発見し，さらにこれが 隣り 合うアクチンフィラメントの位相差に起 因するジオ
メトリにより 制御されていることが分か つた． この 時の，位相差とは， 隣り 合うアクチン
フィラメントにおける，長さ方 向のシフト（ずれ ）である． このフィラメント聞の位相差
は， 架橋を持つフィラメント 問では， 2.7 3 n mであり， 架橋のない方 向では， 2.7 3 n mよ
り 大きく外れたシフトであった． この， 2.7 3 n mという 値は， アクチンフィラメントにお
いて， モ ノマ聞の 距離と 一致している（ A ra maki et d ・ ぅ 2014).
さらに， フィロポデ
、
イア内における それぞれのアクチンフィラメント 構造に注目した．
アクチンフィラメントの構造特性を示す 指標の 一つである，ねじれ特性は，フィロボディ
ア内でファシンにより 束ねられる状態においては， －1 66.6°/ subunit を示した. in vit roに
おけるアクチンフィラメントのねじれ 構造は， 複数の状態を持つことが知られているが，
本研究で明らかにしたフィロポデ
、
イア内におけるアクチンフィラメントのねじれ 構造は，
in v it roが持つゆら ぎと比較して 小さかった． また， その 構造はアクチンフィラメントに
対して張力がかかっている状態のねじれ 構造と非常に 近 かった． これは，フィロボディア
が その機能として，張力を受ける，もしくは，張力を発生させる 必要があることに 由来す
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るのであろう．
そして， in viv o 条件下でアクチンフィラメントが， ファシンにより， 束ねられる構造
を，サ ブトモグラムア ベレ ージング 法により明らかにした． この， 本研究で明らかになっ
た三 次 元構造に対して，現在までに，異なる 手法で解かれた 高分解能モデルをフィッティ
ングすることにより， アクチンフィラメントが架橋されるメカニズムを示すことが出来
た． その結果，ファシンは強い結 合と 弱い結 合の，異なる性質を持つ結 合を利用すること
により， フィロポディアの特性である， 「硬さ 」と 「しなやかさ 」の， 全く性質の異なる
三つを 両立しているのではないかと示唆された．
最 終的には， 以上の研究結果を 踏まえて， 新たに，フィロポディアの中でアクチンフィ
ラメントがより太くなるメカニズムについて提唱した． まず， フィロポディアの内部で
束ねられるアクチンフィラメントにおける， 最周辺部のアクチンフィラメントに対して，
ファシンの DBSが 36 n m周期で結 合をする． この 時，ファシンが 36 n mという周期性を
持って結 合する理 由は，アクチンフィラメントがも っ協同的な構造変化によるものであろ
う． 次に， ベ ースとなるアクチンフィラメントに結 合したファシンに対して， 短いアクチ
ンフィラメントがリクル ートされる． そして， 残りの方 向ヘファシンが 埋まることによ
り， アクチンフィラメントの束が太くなっていくと 予想される（ A ramaki et al ・ぅ 201 6).
以上の， 本研究を 通して 得られた 知識が， 今後， 細胞機能メカニズムの深淵へと迫る，
知見となることを 期 待する．
展望
最後に，細胞内のタンパク質構造解析の発 展について 議論する． まず， 近 年，タンパク
質解析 技術の 一つである単 粒子解析 法で， 大きな存在 感を示しつつある， 電子直接検出カ
メラ（ DED; Di re ct Ele ct ron Dete ctor/ DDD; Di re ct Dete ct Devi ce）による， 透過型 電子
顕微鏡の性能 向上に着目しなければならない . DDDは， 既存のカメラより， 高い 感度で，
高速に 撮影するこ とができるこ とから，いわゆる 手ぶれ 補正のような機能を 実現し，単 粒
子解析 法において，分解能 向上に 大きな役割を担った． この 思恵は， 電子線トモグラフィ
法においても重要であると考える． 特に， 高 傾斜イメ ージでは， その 角 度のサイン関数に
応じて，厚みが 増すことにより， カメラにおけるコントラストが 低 下する． そのため，長
時間露光が 必要となってきたが， その際の試料ドリフトによる影響を 大きく 低 減できるよ
うになるだろう． この 技術の応用により，クライオ 電子線トモグラフィ 法による，さらな
る分解能 向上が 期 待される． しかしながら， この DDDのクライオ 電子線トモグラフィ 法
応用は， 現在のところ 進んでいるとは言いがたい現状である． これは， DDDの 画像 処理
ソフト ウ ェアや， 三 次 元再構成ソフト ウ ェアが 十分に， DDDシステムに対応しきれてお
らず， DDDの機能を 一部持て 余しているためであるといえる． 今後， DDDの機能をすべ
て引き出すソフト ウ ェア 開発や，透過型 電子顕微鏡との 親和性 向上がさらなる 課題になる
だろう．
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次に， 克服すべき 課題について考える． 現在，細胞内タンパク質構造解析 技術において，
主な 問題となっている 点は 二つある． 一つ目は， 電子顕微鏡で観察した像においては，対
象とするタンパク質の同定が 困難であるということである． もう 一つの 問題点は， 一般的
な 電子顕微鏡（加速電圧が 1 00 - 300 ke V ）においては， 観察可能な試料厚が 0. 3 µm程度
に 制限される． しかしながら， 典型的な細胞においては，最も厚い部分は， 十数 µmにも
及ぶ． そのため， 細胞 全 体の構造を 得ることが 困難である 点だ．
一つ目の， 電子顕微鏡における，対象タンパク質を同定することの 難しさについて考え
てみる． この 問題については，他の顕微鏡 法と 電子顕微鏡 法の組み 合わせが有力であると
考えられる． 現在， 最も 開発に注力されている 技術が， 光・ 電子相関顕微鏡 法（ CLEM;
Correlative Light Elect ron Mic roscopy）であろう． この 技術では，光学顕微鏡のメリット
である， 対象とするタンパク質の 局在を検出することが容易である 点を 活かす 技術であ
る． 電子顕微鏡と光学顕微鏡， 双方の顕微鏡で同 一視 野を 撮影し， 精密に位置 合わせを行
うことにより， 観察対象とするタンパク質の位置を特定することが可能となる． さらに，
相関をとる顕微鏡を光学顕微鏡にこだわらず， 超解像顕微鏡や AF Mなど 種 々の顕微鏡と
の組み 合わせが考えられ， 今後重要な 技術要 素となるであろう．
二つ目の，生 体試料の試料厚による 問題について考える． 細胞内のタンパク質構造を 明
らかにするうえで 問題となる 点が， その試料厚であろう． 精製したタンパク質と異なり，
生 体内で観察することが最 大のメリットであるため，この 問題をクリアしてこ そ，さらなる
発 展が見 込めるだろう． この 問題を解 決する方 向性としては， 「試料側の改 善」， 「電子顕微
鏡側の改 善」の 二 通りが考えられる． 試料側の改 善では，試料を薄くすることが 必要とな
るため，非晶質 凍結 切片クライオ 電子顕微鏡観察（ CEM OV IS; Cryo- Elect ron Mic rosco py 
V it reous Sections ）と呼ばれる（ A l -A mou di et al . ,  2004），ダイ ヤモンドナイフを用いて試
料を 超低 温でスライスする 技術や， ガリ ウムイオンビ ームで試料 切 削をする 技術が現在の
ところ有力 である． また， 完全な細胞内タンパク質構造解析ではなくなるが，対象とする
構造を細胞 破砕により， 超 巨 大複 合 体として取得することで，試料を薄くする方 法や，細
胞膜を 似せたリポソ ームにより対象タンパク質を 閉じ 込めた 再構成系を用いる 技術が有
用であろう． そして， 厚い試料を 電子顕微鏡で、観察する 手法として， 最も有 名なものは，
超高圧 電子顕微鏡を 使った観察であろう． また，ST EM (Scanning T EM） を用いた方 法
なども考えられる．
最 終的には， これら 二つの CLEM 技術と， 厚い細胞を 電子顕微鏡で観察できる厚さま
で 掘削する 技術が， 電子顕微鏡 本 体へと組み 込まれ，光学顕微鏡で観察したいエリアを 決
め， 透過型 電子顕微鏡内で試料を薄くし， そして最 終的に 電子顕微鏡を用いたトモグラ
フィ 法で三 次 元再構成することにより，対象とするタンパク質を，細胞や組織の中に 閉じ
込められた状態で， 自由自在に取得できる 技術が 熱望される．
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APPENDIX A 
略語一覧
下記に， 本論文で使用している略語について， 省略形に対応する用語を示す．
ATP 
ABPs 
ART 
BSA 
cAMP 
CCD 
CEMOVIS 
CLEM 
CMOS 
Cold-FEG 
CTF 
D-MEM 
DAPI 
DBS 
DDD 
DNA 
Eos 
FBP 
FRAP 
GPGPU 
HAADF 
LaB6 
Adenosine TriPhosphate 
Actin Binding Proteins 
Algebraic Reconstruction Technique 
Bovine Serum Alubmin 
cyclic Adenosine Monophosphate 
Charge-Coupled Device 
Cryo-Electron Microscopy Vitreous Sections 
Correlative Light Electron Microscopy 
Complementary Metal Oxide Semiconductor 
Cold Field Emission Gun 
Contrast Transfer Function 
Dulbecco冶 Modified Eagle Medium 
4 う う6-diamidino-2-phenylindole 
Double Binding Side 
Direct Detector Device 
DeoxyriboNucleic Acid 
Extensible object-oritented system for electron micrographs and image 
analysis 
Filtered Back Projection 
Fluorescence Recovery After Photobleaching 
General-Purpose computation on Graphics Processing Units 
High-Angle Annular Dark Field 
Lanthanum Hexaboride 
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mm
町四四四
PP
App
is
ssss
τv 
Phosphate Bu百ered Saline 
Polymerase Chain Reaction 
Protein Data Bank 
Paraformaldehyde 
Signal to Noise 
Single Binding Side 
Scanning Electron Microscope 
Simultaneous Iterative Reconstruction Technique 
Scanning Transmission Electron Microscope 
Transmission Electron Microscope 
Weighted Back Projection 
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